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Ein Beitrag zur Kenntnis der Protamine. 
Von 
R. Eberhard Gross. 


(Aus dem Institut fir EiweiSforschung [Stiftung Fritz Behringer], Heidelberg). 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Mirz 1922.) 


Fiir die Frage nach der Konstitution der Protamine war 
es von besonderer Bedeutung, daf es Kossel?) durch vor- 
sichtige Hydrolyse mit verdiinnter Mineralsiure, Kossel und 
Mathews?) durch entsprechende Trypsinverdauung und Kossel 
und Dakin*) durch Erepsineinwirkung gliickte, zu den ersten 
Spaltprodukten der Protamine, den Protonen zu gelangen, aus 
denen erst bei weiterer Hydrolyse die Aminosiuren frei werden. 
Besonders Goto*) hat diese Spaltprodukte einer niheren Unter- 
suchung unterzogen. Es gelang ihm bei den Protonen von 
Clupein, Scombrin und Sturin wohldefinierte, niedrige Mole- 
kulargewichte zu finden. 

Nach Untersuchungen Kossels und seiner Mitarbeiter®) 
ist in fast allen Protaminen das molekulare Verhaltnis zwischen 
Diamino- und Monoaminosiuren = 2:1. Man kann sich dabei 
die Vorstellung machen, da z. B. das Clupeinmolekil, das 
nach Kossel und Pringle nur aus Arginin, Serin, Valin, 

1) Kossel, Diese Zs. Bd. 25, 8. 174 (1898). 

*) Kossel u. Mathews, ebenda Bd. 25, 8. 190 (1898). 

3) Kossel u. Dakin, ebenda Bd. 41, 8S. 323 (1904). 

4) Goto, ebenda Bd. 37, 8S. 106 (1902). 

5) Kossel u. Dakin, ebenda Bd. 41, 8. 407 (1904); Kossel u. 
Pringle, ebenda Bd. 49, S. 301 (1906); Kossel, ebenda Bd. 22, S. 181 
(1897). 
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Prolin und Alanin besteht, aus einem groBen Komplex Arginin- 
gruppen zusammengesetzt sei, dem kleinere Gruppen von Mon- 
aminosiiuren im Verhaltnis 2:1 anhaften. Man miiBte dann 
bei der Hydrolyse zu unter sich ungleichen Spaitprodukten 
gelangen. Gotos Protone waren aber unter sich gleichartig, 
und er konnte durch Analysen nachweisen, da8 sie prozen- 
tualiter ebensoviel Diaminosiuren enthielten, wie die zu- 
gehorigen Protamine. Auch Kossel und Pringle’), die spiiter 
mehrere Clupeonfraktionen getrennt untersuchten, fanden stets 
dasselbe Verhiltnis. Also auch dem Clupeon kommt demnach 
die Verhiltnisformel 2 Molekiile Diamino- : 1 Molekil Mon- 
aminosiure zu. Das von Goto gefundene Molekulargewicht 
von ruud 420 fiir das Clupeon spricht dafiir, daB sein Clupeon 
aus nur 2 Molekiilen Arginin und je 1 Molekiil Monaminosiure 
bestand. Danach wiirde sich das ganze Clupeinmolekiil aus 
einfachen Gledern von jeweils 2 Argininen und 1 Monamino- 
siure zusammensetzen. Uber die Bindung dieser Glieder 
untereinander und iiber die Aneinanderlagerung der Amino- 
siuren innerhalb der einzelnen Glieder sagen die Gotoschen 
Versuche nichts aus. 

Man kann sich mit Kossel’) Ketten folgender Art denken: 


I II ul 
—a—a—-m a—a-—Mm a—a-—m 
oder 
I II Ill 
—A—m— a a—m—a a-—m—a— 


auch folgende Anordnung wire mdglich: 


Z II Hil 
m m 
aa aa aa, 


dabei ist a = 1 Mol. Arginin, m = 1 Mol. Monaminosiure ge- 
dacht. 

Weiteres iiber die gegenseitige Lage der Aminosiuren im 
Molekiil JaBt sich erst sagen, wenn das Vorkommen noch 
kleinere Bruckstiicke wie a—m, a—a und m—m oder gréBerer 


1) Kossel u. Pringle, ebenda Bd. 49, 8. 301 (1906). 
*) Kossel, Sitzungsber. d. Heidelberger Akad. d. Wissenschaften 
1913, S. 7. 
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Komplexe wie a—a—a—a— — — und m—m—m—m— — — 
bewiesen wird. 

In der Tat ist es Frau Nelson-Gerhardt?) bei Unter- 
suchungen iiber das Salmin gelungen, mit Hilfe der Formol- 
titration nach Sérensen Werte zu erhalten, die auf die An- 
wesenheit von Monaminosiurepeptiden schlieBen lieBen. Sie 
gelangte nach 2stiindiger Hydrolyse mit verdiinnter Saure 
unter Druck und Entfernung des Arginins zu einer Fraktion, 
die nur Monaminosiiuren enthalten konnte. Diese Monamino- 
siuren muBten aber zum ‘Teil in peptidartigen Verkettungen 
untereinander verbunden sein, denn der bei der Titration 
gefundene Wert von 74,8 °/, freiem Amino-N stieg nach weiterer 
2 stiindiger Hydrolyse auf 88,6°/,. Dies Steigen des freien 
Amino-N bei der zweiten Hydrolyse weist deutlich auf Lésung 
von Peptidbindungen hin. 

Es sei in diesem Zusammenhange auch erwiahnt, daB im 
Jahre 1909 mehrere Mitteilungen von Hugounengq und Morel?) 
erschienen, in denen diese bei der unvollkommenen Hydrolyse 
von ,,Pepsin“ mittels Fluorwasserstofisiiure ein Tripeptid des 
Arginins und bei der entsprechenden Hydrolyse von Gelatine 
ein Dipeptid isoliert haben wollen. Ihre Publikationen sind 
aber so kurz gehalten, daB es nicht ohne weiteres méglich 
ist, sie nachzupriifen oder ein Urteil iiber ihre Zuverlissigkeit 
zu gewinnen. Uberdies widersprechen sich die Angaben iiber 
die anzuwendende Konzentration der Fluorwasserstofisiure, 
und ihre Versuche haben auch m. W. keine anderweitige Be- 
stiitigung erfahren. 


Allgemeines und Methodisches. 


Ich habe die folgenden Versuche unternommen in der 
Absicht iiber die Stellung der Bausteine im Clupeinmolekiil 
weitere Anhaltspunkte zu gewinnen. 

Den Ausgangspunkt meiner Untersuchungen _bildeten 
wiederholte Beobachtungen, die auf Grund folgender Erwigungen 


1) Nelson-Gerhardt, Diese Zs. Bd. 105, S. 265 (1919). 
2) Hugounengq u. Morel, C. R. Bd. 148, 8. 236—38 (1909) und 
Bd. 149 S. 41—48 (1909). 
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angestellt waren. Von den vier N-Atomen des Arginins ist 
nur eines, nimlich das der «-Amidogruppe zugehérige bei der 
Formoltitration nach Sérensen oder durch das Verfahren 
von van Slyke bestimmbar. Wenn ich nun Clupeinsulfat 
entweder mit 33 °/, Schwefelséure bei 100° oder mit 4 Volumproz. 
Schwefelsiiure unter Druck nur eben soweit hydrolysierte, bis 
die Biuretreaktion sicher negativ ausfiel, so erhielt ich stets 
in dem von der Schwefelsiure befreiten Hydrolysat durch Aus- 
fallung mit Phosphorwolframsiure in 5 Volumproz. Schwefel- 
siiure einen Niederschlag, der nach seiner Uberfiihrung in das 
Chlorid bei der Formoltitration Werte ergab, die deutlich 
unter dem fiir reines Arginin erwarteten von 25°/, freiem 
Amino-N lagen. Werte von 19 und 20°/, wurden 6fters ge- 
funden. Hier muBte also die a@-Aminogruppe teilweise aus- 
geschaltet sein. Die einfachste Erklirung hierfiir wird ge- 
geben, wenn man annimmt, daf diese Aminogruppe sich in 
peptidartiger Bindung befindet, daB also die Zerlegung des 
Protamins bei dieser Art der Hydrolyse eine unvollkommene 
ist. Dabei ist zu bedenken, daf durch die Phosphorwolfram- 
siure aus dem Hydrolysat das im Clupein vorhandene Prolin 
wenigstens zum Teil mit ausgefallt wurde. Nach Angaben von 
Sérensen!’) gibt nun das Prolin bei der Formoltitration nicht 
wie die iibrigen Monaminosiuren 100°/, freien Amino-N an, 
sondern geringere Werte. Unter 50°/, fielen diese bei Séren- 
sen aber nie. Kine Beimengung von Prolin zu reinem Arginin 
kann also den Wert von 25°/, nur nach oben, nie nach unten 
verindern. Solche Argininpeptide scheinen unter Umstinden 
krystallisierten Priparaten beigemischt zu sein. Z. B. ergab 
ein aus Sturin gewonnenes, im hiesigen Institut aufbewahrtes 
Priparat von krystallisiertem saurem Argininnitrat, von dem 
die Dauer der Hydrolyse bei seiner Darstellung nicht mehr 
eruiert werden konnte, nach Uberfithrung in das Chlorid bei 
der Formoltitration folgende Werte: 


Kjeldahl . ... . &cem 47,88 mg N 
a ees 19,6 


woraus sich 20,5°/, freier Amino-N berechnet. 
') Sérensen, C. r. d. Lab. de Carlsberg Bd. 7, S. 1 (1907). 
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Das gleiche Praiparat mit 33°/, Schwefelsiure 8 Stunden 
bei 100° unter dem RiickfluBkihler gekocht gab folgende Werte: 


Kjeldahl. . . . . . 30ccm 38,36 mg N 
a 9,52 


Dies entspricht 24,9°/, freiem Amino-N, eine Zahl, die 
reinem Arginin zukommt. 

Nach diesen Vorversuchen ging ich dazu iiber, bei un- 
vollkommener Hydrolyse von Clupeinsulfat systematisch nach 
Argininpeptiden zu fahnden. 

Das yon mir verwendete Clupeinsulfat stellte ich nach 
dem bekannten Verfahren von Kossel') aus getrocknetem 
Heringssperma her, das mir Herr Geheimrat Kossel giitigst 
aus seiner Sammlung iiberlieB. Das Verfahren wurde nur in- 
sofern modifiziert, als zur Ersparnis von Alkohol das Priaparat 
nach dem wiederholten Ausschiitteln mit 1 Volumproz. Schwefel- 
siiure, und nach Entfernung der Schwefelsiure und Einengung, 
zuerst mit Pikrinsiure gefallt und erst nach dieser Reinigung 
in das Sulfat iibergefiihrt und als solches wiederholtermaBen 
durch Alkohol ausgefallt wurde. 

Die Hydrolyse wurde unter Druck in 4 Volumproz. Schwefel- 
siure ausgefiihrt und jeweils soweit fortgesetzt, bis die Biuret- 
reaktion eben sicher negativ ausfiel. 

Zur Bestimmung des Verhiltnisses von Gesamt-N zu 
frelem Amino-N diente einerseits die N-Bestimmung nach 
Kjeldahl und andererseits, anfanglich die Formoltitration nach 
Sérensen, spaiter, um Material zu sparen, die Methode von 
van Slyke in ihrer Mikroausfiihrung. Fir die Kjeldahl- 
bestimmungen benutzte ich n/20-Lésungen, fiir die Formol- 
titrationen n/10-Lauge. Bei der van Slykeschen Methode 
wurde jeweils 5 Min. geschiittelt, was geniigt. Simtliche 
Analysen wurden, soweit es eine geniigende Menge des Mate- 
riales erlaubte, doppelt ausgefiihrt. 

Die Formoltitration, sowie die Methode von van Slyke 
geben keine absolut richtigen Werte. Mit Ungenauigkeiten 
von wenigen Prozent muB man rechnen. Auch die im folgen- 


*) Kossel, Diese Zs. Bd. 22, 8.178 (1897); Bd. 25, S. 166 (1898). 
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den angegebenen Werte sind unter diesem Gesichtspunkte 
aufzufassen. Nur in der Stetigkeit der Befunde liegt das 
Uberzeugende. 


1. Hydrolyse. 


5 g Clupeinsulfat wurden in 100 ccm 4 Volumproz. Schwefel- 
siure gelést und im Autoklaven unter Druck erhitzt. Nach- 
dem das Manometer 4 Atmosphiren anzeigte, wurde mit der 
Erhitzung 45 Minuten fortgefahren, die Flamme dann geléscht, 
und der Uberdruck durch Offnen eines Ventils beseitigt. Wie 
Vorversuche erwarten lieBen, fiel unter diesen Verhiltnissen 
die Biuretreaktion negativ aus. 

In dem Hydrolysat galt es nun zuerst die quantitative 
Verteilung des N auf das Arginin einerseits und die Monamino- 
siuren andererseits festzustellen. Zu diesem Zweck wurde in 
einem aliquoten Teile der Gesamt-N nach Kjeldahl bestimmt. 
Das Hydrolysat wurde weiterhin zur quantitativen Erfassung 
eines eventuellen Amid-N-Gehaltes nach Neutralisation mit 
Bariumcarbonat der Wasserdampfdestillation unterworfen, ferner- 
hin durch Filtration und erneute Bestimmung des nun ver- 
bleibenden Gesamt-N der sogenannte ,,Humin-N“ festgelegt. 
Zuletzt wurde durch Silber-Barytausfillung des Arginins nach 
dem bekannten Verfahren von Kossel und Kutscher}?) dieses 
von den Monaminosiuren quantitativ getrennt. Argininpeptide 
muBten dabei mit dem Arginin ausfallen. In der Arginin- 
fraktion wie in der Monaminosaurefraktion wurde nun nach 
Kjeldahl der N-Gehalt ermittelt. Das Resultat dieser Analysen 
sei zusammengefabt hier wiedergegeben: 





























Gesamt-N 938,0 mg 100 °/, 
Amid-N. Gnesi 1,75 mg 0,19 °/, 
In Baryt zuriickgebliebenes N . 24,8 2,64 
N des Filtrats vom Silber-Baryt- 

niederschlag . ..... =. 120,0 12,8 
N des Silber-Barytniederschlags 764,0 81,5 
' Zusammen 910,55 mg 97,13 °/, 


1) Kossel u. Kutscher, Diese Zs. Bd. 31, S. 165 (1900/01). 
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Kossel und Pringle’) finden nach totaler Hydrolyse von 
Clupein fiir Arginin 88—89°/, des Gesamt-N. Da aber die 
Protamine, wie alle bisherigen Analysen ergeben haben, 
praktisch keimen Amid-N enthalten, und auch die Humin- 
bildung bei der Hydrolyse minimal ist, so kommen nach den 
Analysen von Kossel und Pringle also 11—12°/, auf die 
Monaminosiurefraktion. Mein obiger Wert fiir die Monamino- 
siurefraktion stimmt also recht gut. Meine Verluste bei der 
Analyse sind in der Hauptsache auf das Konto der Arginin- 
fraktion zu setzen. Man kann auf alle Fille aus der Analyse 
entnehmen, daB bei obiger Art der Hydrolyse die Monamino- 
siuren so gut wie quantitativ vom Arginin losgelést sind. 

Es ergibt sich nun die Frage: sind Peptide in dem Hydro- 
lysat vorhanden? Um dieser Frage niher zu treten, habe 
ich sowohl in der Fraktion des Silber-Barytniederschlages, 
wie in dem Filtrat davon jeweils das Verhiltnis von freiem 
Amino-N zum Gesamt-N nach der Methode von Sérensen 
gepriift. 

A. Filtrat des Silber-Barytniederschlages (Monaminosiure- 
fraktion) nach Uberfiihrung in das Carbonat, Entfernung der 
Kohlensiure und Neutralisation: 

Kjeldahl. . ... . 20cem 4,48 mg N 
Pe 4) Ae 28 4,9 
also 43,8°/, des Gesamt-N in freien Aminogruppen vorhanden. 

Von den vier Monaminosiuren des Clupeins geben bei 
der Formoltitration Alanin, Serin und Valin je 100°/, N an, 
Prolin, wie oben erwihnt, jedoch weniger, teilweise nur 50 °/,. 
Somit wiirde der Titrationswert einer Mischung von Alanin, 
Serin und Valin mit Prolin natiirlich nicht 100, sondern ge- 
ringer sein. Unter 50 kann er aber niemals fallen. Ein Wert 
von 43,8 °/, weist also mit Deutlichkeit auf die Anwesenheit 
von Monaminosiurepeptiden hin. Das bestitigt also den Be- 
fund von Frau Nelson-Gerhardt. Der hier gefundene Wert 
liegt nur noch wesentlich tiefer als die von Frau Nelson- 
Gerhardt angegebenen. 





) Kossel u. Pringle, a. a. O. 
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B. Silber-Barytniederschlag (Argininfraktion) nach Ent- 
fernung des Silbers nach bekannter Methode und Uberfiihrung 
in das Carbonat, Entfernung der Kohlensiure und Neutrali- 


sation: 
Kjeldahl .... =. 10¢cm 14,28 mg N 


Formol . . ne, Se 13,44 
also 18,8°/, des Gesamt-N in freien Aminogruppen vorhanden. 

Dieser Wert spricht deutlich fiir eine Mischung von reinem 
Arginin mit Argininpeptiden. 

Der nichste Schritt galt nun dem Versuche dieser Arginide 
habhaft zu werden und zu untersuchen, ob Di- oder Poly- 
peptide dieser Aminosiure vorlagen. Um den besten Weg, 
auf dem man diese Peptide vom einfachen Arginin trennen 
kénnte, zu erfahren, stellte ich eine Lésung von einfachem 
Arginincarbonat her, die genau die gleiche N-Konzentration 
besaB, wie mein Carbonat vom Silber-Barytniederschlag. Es 
wurde dann gepriift, ob im Verhalten dieser beiden Lésungen 
verschiedenen Agentien gegeniiber ein Unterschied gefunden 
werden konnte. Es ergab sich, daB das Phosphorwolframat 
beider Lésungen in 5 Volumproz. Schwefelsiiure sowohl Aceton 
wie Alkohol gegeniiber ein verschiedenes Verhalten zeigte. 

Die fraglichen Peptide erschienen als Phosphorwolframate 
etwas schwerer léslich in Aceton und Alkohol als die ent- 
sprechende Argininverbindung. Es galt nun weiter diejenigen 
Mengenverhiltnisse von Aceton bzw. Alkohol und Phosphor- 
wolframsiure zu finden, die zu einem optimalen Verhalten bei 
der Ausfallung fiihren konnten. 

Auf Grund verschiedener weiterer Vorversuche entschloB 
ich mich zu folgendem Verfahren: 417 ccm des Carbonates 
aus dem Silber-Barytniederschlag in 5 Volumproz. Schwefel- 
siure werden mit 146 ccm 96°/,igem Alkohol versetzt. Die 
Lésung ist damit, auf den Alkohol bezogen, ca, 25°/,. Diese 
Lésung wird dann mit 50°/, Phosphorwolframsiéure in 3 Frak- 
tionen gefallt, wie folgt: 


Fraktion 1. Zusatz von 60 cem Phosphorwolframsiure. Nieder- 
schlag nach */, Stunde abgesaugt, 3 mal rasch mit 
schwefelsiiurehaltigem, 25°/,igem Alkohol ausgewaschen 
und in das Carbonat iibergefithrt. 
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Fraktion 2. Zu dem Filtrat von 1 Zusatz von 40 cem Phosphor- 
wolframsiiure. Niederschlag nach 24 Stunden ab- 
gesaugt, gewaschen usw. wie bei 1. 

Fraktion 3. Filtrat von 2 nach Entfernung der Phosphorwolfram- 
siiure. Uberfiihrung in Carbonat wie bei 1 und 2. 


In allen 3 Fraktionen wird mittels Kjeldahl- und Formol- 
titration in einem aliquoten Teil das Verhiltnis von Gesamt-N 
zu freiem Amino-N festgestellt. Es ergeben sich folgende Werte: 


Fraktion 1. Kjeldahl . . . 50cem 5,88 mg N 
Formol. . . . 150 0,14 
also 0,8°/, des Gesamt-N in freien Aminogruppen vorhanden. 
Fraktion 2. Kjeldahl . . . 20cem 9,9 mg N 
Formol. ... 50 1,96 


also 7,9°/, des Gesamt-N in freien Aminogruppen vorhanden. 
Fraktion 8. Kjeldahl . . . 20 cem 61,32 mg N 
Formol. . . . 50 33,46 
also 21,8°/, des Gesamt-N in freien Aminogruppen vorhanden. 


Es war somit gelungen, durch fraktionierte Ausfallung 
mit Phosphorwolframsiure in 25°/,igem Alkohol bei Zusatz 
von 5 Volumproz. Schwefelsiure einen Kérper, der praktisch 
keinen Formol-N gab, in Fraktion 1 anzureichern. Leider 
war aber durch die Formoltitrationen, die relativ viel Material 
beanspruchen, die am meisten interessierende Fraktion 1 ver- 
braucht. Zu weiteren Untersuchungen muBte also eine neue, 
sréBere Protaminmenge hydrolysiert werden. 


2. Hydrolyse. 


Da sich bei den gewohnlichen Autoklaven das Fortschreiten 
der Hydrolyse nicht kontrollieren la8t, und man somit leicht 
Gefahr lauft, die Hydrolyse nicht weit genug oder zu weit zu 
fiihren, so benutzte ich nun einen von mir konstruierten 
und in der gleichen Zeitschrift) beschriebenen kleinen Auto- 
klaven, bei dessen Anwendung diese Gefahr wegfallt. Je 4g 
Protaminsulfat wurden in 60 ccm 4 Volumproz. Schwefelséure 
gelést und bei 160° genau 80 Minuten lang hydrolysiert. Die 


1) Siehe folgende Abhandlung. 
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Biuretprobe fallt dann, wie zahlreiche Vorversuche zeigten, 
eben sicher negativ aus. Diese Hydrolyse wurde 5 mal wieder- 
holt. Die Hydrolysate wurden vereinigt. (Kin kleiner Teil 
ging verloren.) Wie bei der ersten Hydrolyse wurde auch 
diesmal die Verteilung des N auf die Arginin- und die Mon- 
aminosiurefraktion quantitativ festgestellt, nur verzichtete ich 
diesmal auf die Bestimmung des Amid-N und des sogenannten 
ytumin-N“. Auch das Verhiltnis yon Gesamt-N zu freiem 
Amino-N wurde in den beiden Fraktionen untersucht. Es 
interessiert, daf sich auch diesmal prinzipieil genau die gleichen 
Verhiltnisse ergaben, wie bei der ersten Hydrolyse. Die Er- 
gebnisse sind folgende: 














Gesemt 4270 mg N 100 °/, 
Filtrat vom Silber - Bayt tnieder- 
senlag =. + «> ee 457mg N 10,7 °/, 
Silber- Barytniedersehlag - em 3860 90,3 
Zusammen 4317 mg N 101 °/, 








Filtrat von Silber- Barytniederschlag (Kntfernung von 
Silber usw. wie bei der ersten Hydrolyse): 


Kjeldahl . . . . . 10cem 4,48 mg N 
re 6,02 


also 67,2°/, des Gesamt-N in freien Aminogruppen vorhanden. 
Silber-Barytniederschlag: 
Kjeldahl . 5 cem 18,9 mg N 
eo 3,64 
also 19,3 °/, des Gesamt-N in freien Aminogruppen vorhanden. 
Das Filtrat vom Silber-Barytniederschlag (Monamimosaure- 
fraktion) wurde nun einer weiteren Hydrolyse von 16 Stunden 
bei 100° in 33°/, Schwefelsiure unterworfen, um zu unter- 
suchen, ob nach weiterer Hydrolyse die Formolzahl steigt, d. h. 
Peptidbindungen gelést werden. Das Resultat nach volliger 
Hydrolyse ist folgendes: 


Kjeldahl . . . . . 20ccm 6,51 mg N 
WO ce tO 5,45 


also 83,6 °/, des Gesamt-N in freien Aminogruppen vorhanden. 
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Der Gehalt an freiem Amino-N ist also von 67,2 °/, nach 
der partiellen Hydrolyse auf 83,6°/, nach der totalen Hydro- 
lyse gestiegen. Ks ergeben sich demnach auch hier dieselben 
Verhiltnisse, wie beim ersten Versuch, und wie sie schon 
Frau Nelson-Gerhardt gefunden hatte. Daf der Wert nach 
der totalen Hydrolyse nicht auf 100°/, stieg, ist nach dem 
oben erwihnten Verhalten des Prolins bei der Formoltitration 
verstiindlich. Das Hydrolysat gab auch noch nach der vdlligen 
Hydrolyse (in der Verdiinnung 20 ccm = 6,51 mg N) mit 
Phosphorwolframsiiure einen starken Niederschlag. Ich glaube 
daraus entnehmen zu diirfen, da die relative Menge des 
Prolins in der Monaminosiurefraktion des Clupeins, eine recht 
betrichtliche sein mub. Quantitative Bestimmungen der ein- 
zelnen Monaminosiiuren, wie sie uns beim Salmin}?) vorliegen, 
gibt es beim Clupein noch nicht. Auch noch ein zweiter Um- 
stand spricht fiir den hohen Gehalt des Clupeins an Prolin: 
als ich in obiger Monaminosiurefraktion nach der totalen 
Hydrolyse den Gehalt an freiem Amino-N nach der Methode 
von van Slyke feststellen wollte, erhielt ich den niedrigen 
Wert von 37,2°/,. Nun gibt van Slyke?) selbst an, dab 
Prolin bei seiner Methode iiberhaupt keinen Wert fiir N an- 
zeige. Wenn im Clupein viel Prolin vorhanden ist, so paBt 
das sehr gut zu meinem obigen Befund. 

Ich strebte nun weiterhin, wie im ersten Versuche be- 
schrieben, danach, die Fraktion des Silber-Barytniederschlages, 
die nach ihrem Formolwerte Argininpeptide enthielt, durch 
fraktionierte Ausfiillung mit Phosphorwolframsiure in Alkohol 
so zu zerlegen, da ich aus der Fraktion, die relativ am 
wenigsten freie Aminogruppen enthielt, womédglich Peptide 
isolieren konnte. Um durch Analysen méglichst wenig Material 
zu verlieren, verlieS ich nun die bisher bestens bewdhrte 
Methode der Formoltitration und wandte an ihrer Stelle die 
Mikromethode von van Slyke’) an, die, wie mir vielfache 
Versuche zeigten, ausgezeichnete Werte gibt. 





1) Kossel u. Dakin, a. a. O. 
*) D. van Slyke, Chem. Ber. Bd. 43, S. 3170 (1910). 
3) D. van Slyke, a.a. O. 
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Der in das Carbonat iiberfiithrte Silberbarytniederschlag 
wird mit soviel Schwefelsiure versetzt, daB das ganze ein 
Volumen von 525 ccm umfaBt und einen Gehalt von 5 Volum- 
proz. Schwefelsiure aufweist. Dazu kommen 262 ccm 96°/, iger 
Alkohol. Der Alkoholgehalt ist somit 33°/,. Zerlegung in 
3 Fraktionen: 

Fraktion 1. Zusatz von 88 ccm 50°/, iger Phosphorwolframsiure, 
Niederschlag abgesaugt, durch Baryt usw. von der 
Phosphorwolframsiure befreit und in schwach schwefel- 
saure Lésung gebracht. 

Fraktion 2. Zu Filtrat von 1 Zusatz von 88 ccm 50°/, iger Phos- 
phorwolframsiiure, Niederschlag nach 3 Tagen abfil- 
triert, weitere Behandlung wie bei 1. 

Fraktion 3. Filtrat von 2 von der Phosphorwolframsiure befreit 
und weiterbehandelt wie 1 und 2. 


Die Resultate der Untersuchungen auf den Gehalt an 
freien Aminogruppen in den verschiedenen Fraktionen sind 
folgende: 


Fraktion 1. Kjeldahl. . . 2 cem 1,19 mg N 
Mikro-Slyke . 2 0,035 
also 2,94°/, des Gesamt-N in freien Aminogruppen enthalten. 
Fraktion 2. Kjeldahl... 2 ecm 6,44 mg N 
Mikro-Slyke . 2 0,77 


also 11,95°/, des Gesamt-N in freien Aminogruppen enthalten. 
Fraktion 3. Kjeldahl... 2 ccm 11,235 mg N 
Mikro-Slyke . 2 2,359 
also 21°/, des Gesamt-N in freien Aminogruppen enthalten. 
Fraktion 1 und 2 werden zur Anreicherung der Peptide 
weiter fraktioniert gefallt. 
Fraktion 1A. Zu 300 cem der Fraktion1, die 5 Volumproz. Schwefel- 
siure enthalten, Zugabe von 150 cem 96°/, igem Al- 


kohol und 22 cem 50°/,iger Phosphorwolframsiure, 
Niederschlag sofort abgesaugt und wie oben weiter- 


behandeli. 
Kjeldahl. . . 2 cem 1,365 mg N 
Mikro-Slyke . 2 0,045 


also 3,3°/, des Gesamt-N in freien Aminogruppen enthalten. 
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Man sieht, daB sich der Prozentgehalt an freien Amino- 
gruppen praktisch nicht geindert hat; eine weitere Anreicherung 
gelingt auf dem eingeschlagenen Wege also nicht. 

Fraktion 2A. Zu 300 ccm der Fraktion 2, die 5 Volumproz. Schwefel- 

siure enthalten, Zugabe von 150 ccm 96°/, igem 


Alkohol und 140 cem 50°/, iger Phosphorwolfram- 
siure. Niederschlag wie oben behandelt. 


Kjeldahl. . . 2 ecm 7,105 mg N 
Mikro-Slyke. 2 0,558 


also 7,86°/, der Gesamt-N in freien Aminogruppen enthalten. 

Fraktion 2A wird weiter fraktioniert gefillt: 
Fraktion 2B. Zu 200 eem der Fraktion 2A, die 5 Volumproz. 
Schwefelsiure enthalten, Zugabe von 100 cem 96°/,igem 


Alkohol und 20 eem 50°/,iger Phosphorwolframsiure, 
Niederschlag wie oben behandelt. 


Kjeldahl, . . 2 ecm 14 mgN 
. Mikro-Slyke. 2 0,0344 


also 2,46°/, des Gesamt-N in freien Aminogruppen enthalten. 

Zur besseren Ubersicht seien die Resultate der fraktio- 
nierten Ausfillung in Form eines kleinen Schemas wieder- 
gegeben. Die Prozentzahlen bedeuten immer den relativen 
Gehalt an freiem Amino-N. 


Fraktion des Silberbarytniederschlags. 


19,3°/, 
is le ee 
Frakt. 1 Frakt. 2 Frakt. 3 
2 2,94°/, 11,95°/, 21,0, 
Frakt. 1A — Frakt.2A — 


8,3°/, 7,86 /, 
Frakt. 2B — 
2,46, 


Kine Anreicherung des keinen (oder nur sehr wenig?) 
freien Amino-N anzeigenden Kérpers war in Fraktion 1 und 2B 
weitgehend gelungen. Leider waren aber die Ausbeuten sehr 
gering. In Fraktion 1A und 2B waren nach Abzug der fiir 
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die Analysen verbrauchten Mengen zusammen nur noch rund 
125 mg N vorhanden. Der Versuch zu etwa krystallisierenden 
Verbindungen zu gelangen, konnte in Anbetracht dieses Um- 
standes leider nicht weit gefiihrt werden. 

Fraktion 1A und 2B zusammengegeben und als Carbonat 
zur Trockne eingeengt, hatten einen ganz schwach gelblichen 
Farbenton und bedeckten den Boden des Krystallisierschalchens 
als feste, lackartige Masse, die auch nach 14 tiagigem Stehen 
noch keine Spur einer Krystallisation zeigte. Auch nach ein- 
maligem Uberfithren iiber das Phosphorwolframat — diesmal 
ohne Alkoholzusatz — und nach '/, stiindigem Erwirmen mit 
Tierkohle auf dem Wasserbad, zeigte das Carbonat keine 
Neigung zur Krystallisation. Die Lésung des Carbonats rea- 
gierte stark alkalisch. Das Pikrat der Verbindung fiel auch 
aus viel Wasser rasch aus, war aber amorph. 

Um nicht noch mehr der kostbaren Substanz zu verlieren, 
verzichtete ich auf weitere Versuche, zu Krystallen zu gelangen. 
Die Elementaranalyse hatte bei der Unterscheidung zwischen 
Arginin und Di- oder Polyarginiden ja auch nur einen be- 
dingten Wert gehabt, da es sich in der elementaren Zusammen- 
setzung jeweils nur um den Unterschied von 1 oder mehreren 
H,O gehandelt hatte und dies bei dem grofen Molekiil nicht 
stark in die Erscheinung getreten wiire. Viel wichtiger erschien 
mir die Bestimmung des Molekulargewichts. Leider fiihrte 
auch diese zu keinem Ergebnis. Das bei 20 mm Hg-Druck 
und 110° bis zur Gewichtskonstanz behandelte Carbonat, das 
bei diesem Verfahren die Kohlensiiure restlos abgab — es 
handelte sich also um die freie Base — zeigte im Beckmann- 
schen Apparat bei der Siedepunktsbestimmung keinerlei Er- 
hdhung des letzteren. Die Konzentrationsverhiltnisse — 
0,14484 g Substanz in 11,455 g Wasser — waren so gewihlt, 
da8 man fiir Arginin und Diarginid eine zwar kleine, aber 
noch deutliche Erhéhung des Siedepunkts erwarten konnte. 
Eine etwaige Dissoziation der Base in Wasser, mit deren Auf- 
treten man rechnen muBbte, hiitte die Erhéhung natiirlich iiber- 
trieben. Hier fehlte aber jegliche Erhéhung. Dieser Befund 
ist nicht leicht zu deuten. Man kann an ein sehr hohes 
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Molekulargewicht und kolloidale Lisung denken. Dabei mub 
man sich aber erinnern, daB die Hydrolyse soweit getrieben 
worden war, bis die Biuretprobe sicher negativ ausfiel. Das 
spricht mit einer gewissen Wahrscheinlichkeit gegen ein all- 
zugroBes Peptidmolekiil. 

Zur weiteren Entscheidung, ob es sich wirklich um Di- 
bzw. Polyarginide handelte, hydrolysierte ich nun den mir ver- 
bleibenden Rest, der noch 120 mg N enthielt, mit 120 ccm 
Wasser und 60 g konz. Schwefelsiure 20 Stunden lang bei 
100° unter dem RiickfluBkiihler. In einem beliebigen Teil 
des von der Schwefelsiiure befreiten Hydrolysats wurde wie 
friiher der Gehalt an freiem Amino-N bestimmt. 


Kjeldahl. . . 2 cem 1,54 mg N 
Mikro-Slyke. 2 0,367 


also 23,8°/, des Gesamt-N in freien Aminogruppen ent- 
halten. 

Das Emporgehen der Werte fiir den freien Amino-N von 
rund 3°/, nach der partiellen, auf 23,8°/, nach der totalen 
Hydrolyse weist mit gréBtem Nachdruck darauf hin, da8 wir 
es wirklich mit Di- oder Polyarginiden zu tun hatten. 

Um mich zu vergewissern, ob in diesen Argininpeptiden 
nicht etwa doch auch Monaminosiiuren, wenn auch nur zum 
kleineren Teil, mit enthalten waren, wurde nach der totalen 
Hydrolyse der noch 114 mg N enthaltende Rest mit Silber- 
baryt nach der Kossel-Kutscherschen Methode gefallt. Etwa 
vorhandene Monoaminosiuren muBten dabei in Lésung bleiben. 
Das Filtrat des Silberbarytniederschlags wies in der Tat noch 
einen geringen Gehalt an N= 4,2 mg auf. Das entspricht 
einem Gehalt an Monamino-N von 3,7°/,. Der tberwiegende 
Teil der Peptide bestand also aus Arginin, ein kleimer aus 
Monaminosiiure-Argininpeptiden. Vielleicht war aber dieser 
ganz geringe N-Gehalt der Monaminosiurefraktion auch nur 
durch Argininsilber, das doch in Lésung gegangen war, 
bedingt. 

Um die Hydrolysensubstanz weiter als Arginin zu identi- 
fizieren, wurden noch folgende Untersuchungen angestellt: 
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Die aus dem Silberbarytniederschlag gewonnene salpeter- 
saure Liésung gab bei Zusatz von Silbernitrat und Kalilauge 
bis zur alkalischen Reaktion einen weiBen, flockigen Nieder- 
schlag, bei entsprechendem Zusatz von Silbernitrat und Am- 
moniak hingegen keinerlei ‘Triibung. 

Das aus Wasser umkrystallisierte Pikrat zeigte einen 
Schmelzpunkt von 205°. 

Damit ist die Identitat mit Arginin bewiesen. 

Vorliegende Versuche sprechen also mit Deutlichkeit fiir 
das Auftreten von Di- oder Polyarginiden nach unvollkommener 
Hydrolyse von Clupein unter Druck. Die MolekulargréfBe 
dieser Peptide konnte leider nicht festgestellt werden. Vielleicht 
handelte es sich um ein Gemenge verschieden groBer Arginin- 
komplexe. Vergegenwartigen wir uns, daB bei den angewandten 
Untersuchungsmethoden von Sérensen und van Slyke Arginin 
25°/,, Diarginid 12,5°/,, Triarginid 8,33°/, usw. anzeigen 
wiirden, so kiimen wir bei 3°/, freiem Amino-N, wie ihn meine 
Peptidfraktionen aufwiesen, auf Ketten von schon 8 Argininen. 
Die Protone weisen aber noch auf eine andere Méglichkeit 
hin. In dem Clupeon Gotos, das nebenbei bemerkt eine 
iuBerst starke Biuretreaktion gab, haben wir eine Verbindung 
von 2 Argininen mit 1 Monaminosiure zu sehen. Es ist bei 
Goto nur offen gelassen, ob in dem Proton die beiden Arginine 
zusammenhiingen oder durch die Monaminosiure getrennt sind. 
Das Auftreten von Arginin-Argininpeptiden — einerlei, wie 
groB diese sein médgen — beweist aber die Verbindung von 
Arginin mit Arginin. Man kann sich aber auch leicht vor- 
stellen, daB es sich bei meinen Peptiden tatsichlich um ein 
Diarginid gehandelt hat. Wir wissen durch die Untersuchungen 
von K. Fischer und Fourneau?), daB Dipeptide wie das 
Glycylglycin groBe Neigung besitzen, in ihr Anhydrid iiber- 
zugehen, und daB letzteres bei der Behandlung mit konz. Siure 
relativ leicht in die freie Aminosiure gespalten werden kann. 
Kin Analogon dazu kénnten wir in unserem Falle annehmen. 
Das bei der unvollkommenen Hydrolyse entstehende Diarginid 


) E. Fischer u. Fourneau, Chem. Ber. Bd. 34, S. 2868 (1901). 
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schlieBt sich, vielleicht unter dem EinfluB des hohen Drucks, 
ringartig zusammen: 


—_ oNs 
NH—CH—CO 
| | 
CO— CH—NH 

| 

C,H, ,N; 


Dieser Diketopiperazinring enthalt keine freien Amino- 
gruppen, wiirde also bei der Formoltitration und der Methode 
von van Slyke keine Werte ergeben. Bei seiner Hydrolyse 
mu8 dann Arginin entstehen. E. Fischer und Suzuki!) 
haben versucht, dieses Anhydrid synthetisch darzustellen, es 
ist ihnen aber nicht gelungen, die Substanz in reinem Zustand 
zu erhalten. 

Da wir nun, wie Frau Nelson-Gerhardt schon gezeigt 
hatte, und ich hier bestatigen konnte, auch das Vorkommen 
von Monaminosiurepeptiden im Clupein annehmen miissen, so 
kann man sich von dem Aufbau des Clupein folgendes Bild 
machen: 

Dem Clupeon kommt die Formel a—a—m zu. Die Ver- 
kettung einzelner Protone durch die Monaminosiuren muf 
z. T. wenigstens vorkommen. 

Es blieb noch iibrig, festzustellen, ob die Peptide nicht 
vielleicht als ein bei der Hydrolyse unter Druck aus Arginin 
entstehendes Kunstprodukt aufzufassen sind. Um _hieriiber 
Klarheit zu schaffen, stellte ich bei einem als Carbonat aus- 
gezeichnet krystallisierten Argininpriiparat den Gehalt an freiem 
Amino-N fest, hydrolysierte dann einen Teil unter genau den 
gleichen Bedingungen wie bei dem Hydrolysenversuch 2 und 
stellte dann wieder den Gehalt an freiem Amino-N fest. Die 
folgenden Zahlen geben dariiber Rechenschaft: 

1. Argininsulfatlésung vor der Hydrolyse: 


Kjeldahl... 2 ccm 10,22 mgN 
Mikro-Slyke. 2 2,353 


also 23,0°/, des Gesamt-N in freien Aminogruppen enthalten. 





1) E. Fischer u. Suzuki, ebenda, Bd. 38, S. 4173—96 (1905). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX. 13 
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2. Argininsulfatlésung nach der Hydrolyse: 


Kjeldahl. . . 2 ccm 9,66 mg N 
Mikro-Slyke. 2 2,28 
also 23,1°/, des Gesamt-N in freien Aminogruppen enthalten. 
Man sieht, eine kiinstliche Bildung von Di- oder Poly- 
arginiden durch die Hydrolyse tritt nicht ein. 


Zusammenfassung. 


1, Wenn man Clupein 80 Minuten in 4 Volumproz. Schwefel- 
siure auf 160° erhitzt, ist die Biuretreaktion verschwunden. 
In der Reaktionsfliissigkeit finden sich neben freiem Arginin 
und freien Monaminosaiuren Korper peptidartiger Natur, die 
mindestens zwei miteinander verbundene Argininmolekiile — 
wahrscheinlich Argininanhydrid — enthalten. Hiernach ist im 
Protaminmolekii! eine Diarginidgruppe anzunehmen. 

2. Durch Fallung mit Phosphorwolframsiure in alkoholischer 
Lésung ist es méglich, das freie Arginin von den Argininpep- 
tiden oder den Di- und Polyarginiden zu trenren. 

8. Die Beobachtung von M. Nelson-Gerhardt, nach der 
auch die Monaminosiuren im Clupein miteinander in Verbin- 
dung stehen, wird bestitigt. 
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Fin never kleiner Autoklav fiir Hydrolysen mit scharfer 


Begrenzung der Erhitzungsdauer. 


Von 
R. Eberhard Gross. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Institut fir Eiweifforschung [Stiftung Fritz Behringer} Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Marz 1922.) 


Handelt es sich bei unvollkommenen Hydrolysen der ver- 
schiedensten Art, die unter Anwendung von Druck ausgefihrt 
werden sollen, darum ein ganz bestimmtes Stadium im Gang 
der Spaltung zu erreichen, z. B. bei der hydrolytischen Spaltung 
von HKiweiBkérpern den Punkt zu treffen, in dem die Biuret- 
reaktion eben negativ wird, so erlebt man bei der Beniitzung 
der tiblichen Autoklavenform, wie sie in den meisten Labo- 
ratorien zur Anwendung kommt, oft Enttéauschungen. Diese 
Autoklaven mit Manometer und Gasregulator haben hiufig ein 
Gewicht von vielen Kilogramm und brauchen zur Anheizung 
bis zu dem gewiinschten Atmosphirendruck ihrer groBen Masse 
wegen meist lingere Zeit. Dabei hat sich gezeigt, daB diese 
»Anheizungszeit“ unter Innehaltung sonst gleicher Bedingungen 
stark schwankt, sobald der Gasdruck, womit man heutzutage 
fast iiberall zu rechnen hat, nicht dauernd gleich bleibt. So 
schwankten bei Versuchen, die ich an einem 16,5 kg schweren 
Autoklaven ausfiihrte, die Anheizungszeiten, die verstrichen, 
bis das Manometer 4 Atmosphiren anzeigte, zwischen 25 und 
40 Minuten, also um 80°/,. Da nun wihrend dieser Zeiten 
die Hydrolyse schon stark im Gange ist, so resultieren bei 
Hydrolysen, die gleich lange durchgefiihrt werden, verschiedene 
Grade der Spaltung. Es bereitet somit die gréften Schwierig- 
keiten, besonders bei Versuchen, die éfters wiederholt werden 
miissen, einen gleichen Grad der Spaltung zu erreichen. Wird 


dann, um bei dem Beispiel der Proteolyse, bei der die Biuret- 
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reaktion eben negativ ausfallen soll, zu bleiben, letztere nach 
dem Unterbrechen der Hydrolyse doch noch positiv gefunden, 
so mu8 man wieder lingere Zeit anheizen. Damit vermehrt 
sich die Unsicherheit der Beurteilung, und man schieBt leicht 
tiber das gewiinschte Ziel hinaus, d. h. die Spaltung schreitet 
nun unter Umstiinden zu weit vor. 

Viele Autoklaven haben in ihrem massigen Deckel eine 
mehr oder weniger tief fiihrende Einstiilpung, die zur Auf- 
nahme eines Thermometers dienen soll, damit auch die Tem- 
peratur des Hydrolysats gemessen werden kann. Die auf diese 
Weise beobachteten Temperaturen lassen sich aber absolut 
nicht mit den vom Manometer angegebenen Drucken in Ein- 
klang bringen, sondern erreichen durch Uberhitzung des Mantels 
Grade, die gegeniiber dem im Inneren des Autoklaven herrschen- 
den Drucke wesentlich zu hoch sind. Diese Einrichtung er- 
fillt also ihren Zweck keineswegs. Ist der Mantel, wie es 
meist der Fall, sehr massig, so kann es auch vorkommen, daf 
der Manometerregulator beim Uberschreiten des gewiinschten 
Druckes die Gaszufuhr zwar abdrosselt, aber durch die schon 
eingetretene Uberhitzung des Mantels der Druck dennoch einige 
Zeit weiter steigt. Bei rasch verlaufenden Hydrolysen bringen 
diese erwihnten Momente eine Unsicherheit in die Beurteilung 
des Fortschrittes der Spaltung, die sich sehr unangenehm fiihl- 
bar machen kann. 

Um diesem Ubelstande abzuhelfen habe ich einen kleinen 
Autoklaven konstruiert, der eine ganz scharfe Begrenzung der 
Erhitzungsdauer gewiahrleistet und der erméglicht, Hydrolysen 
immer wieder bis zu demselben gewiinschten Grade der Spaltung 
exakt zu fihren. 

Der Apparat, den nebenstehende Strichzeichnung wider- 
gibt, muBte zwei Kardinalforderungen erfiillen: er durfte nur 
wenig Masse aufweisen, und die jeweilige Temperatur des Hydro- 
lysates sollte durch ein in dieses selbst eintauchendes Thermo- 
meter in exakter Weise gemessen werden. Der kleine Apparat, 
der mit Thermometer und Glasern (ohne Fliissigkeitsfillung) nur 
1 kg, 285 g wiegt, ist aus bestem Messingrohr gefertigt. Der 
aufschraubbare Deckel trigt ein Sicherheitsventil. Das Thermo- 
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meter reicht durch den Deckel tief in das Innere des zur 
Aufnahme der Fliissigkeit bestimmten QuarzgefiBes. Die 
Dichtung der Durchtrittsstelle des Thermometers durch den 
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b = Deckel des M. 

ec = Fu fiir Quarzgefab. 
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Deckel ist durch eine Stopfbiichse gesichert. Das von 80 bis 
200° eingeteilte Thermometer ist durch ein mit drei Stiften 
am Deckel befestigtes Wiederlager vor dem HerausgepreBt- 
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werden geschiitzt. Das metallene Mantelrohr wird soweit mit 
Wasser gefiillt (50 ccm), als der kleine FuB, auf dem das 
QuarzgefaB im Mantelrohr aufsitzt, reicht. Das Hydrolysen- 
gefaB faBt maximal 130 ccm; bis 80 ccm Hydrolysenfliissig- 
keit kénnen darin verarbeitet werden. Auf ein Manometer 
wurde verzichtet. Es kommt auf die Temperatur, nicht auf 
den Druck an. Der Apparat kann, an einem Stativ befestigt, 
direkt iiber der freien Flamme erhitzt werden. Die Er- 
wirmung geht entsprechend der geringen Masse sehr rasch 
vor sich. Nach 2—8 Minuten kocht das Wasser im Mantel- 
rohr, nach 10 Minuten kann eine Temperatur von 160° in der 
Hydrolysenfliissigkeit erreicht werden. Die Temperatur labt 
sich durch GréBer- oder Kleinerstellen eines gewdéhnlichen 
Bunsenbrenners ganz genau, auch iiber laingere Zeiten hin 
regulieren. Soll die Hydrolyse abgebrochen werden, so ent- 
fernt man die Flamme, worauf die Temperatur sofort zu sinken 
beginnt. Die Abkihlung kann man durch vorsichtiges Be- 
spritzen des heiBen Mantels mit dem feinen Strahl einer Spritz- 
flasche, dann durch Eintauchen in kaltes Wasser beschleunigen. 
Mit einiger Vorsicht kann man dabei das, bei zu schroffer 
Abkihlung stattfindende Aufschiumen des Hydrolysats gut 
vermeiden. Ein Auseinandernehmen des Apparates war nach 
Hydrolysen bei 160° optimal 3 Minuten nach Entfernung der 
Flamme méglich. 

Damit glaube ich einen die Temperatur im Hydrolysat 
ganz genau angebenden kleinen Autoklaven geschaffen zu 
haben, der sich wegen seiner geringen Masse sehr rasch an- 
heizen und abkiihlen ]48t, und sich daher ganz besonders fiir 
solche Fille eignet, bei denen unter kurzer Unterbrechung der 
Fortgang der Hydrolyse (z. B. Ausfall der Biuretreaktion) 
beobachtet werden soll. Der Apparat hat sich mir als sehr 
zuverlassig bewahrt, und unter gleichen Verhialtnissen stets 
dieselben Zeiten bis zur Erreichung eines bestimmten Punktes 
im Fortgang der Hydrolyse gebraucht.’) 





1) Der Apparat ist zum Musterschutz angemeldet und kann durch 
den Mechaniker des Physiologischen Instituts der Universitit Heidel- 


berg angefertigt werden. 





Beitrage zur Physiologie des Kreatins. 


Von 


Otto Riesser. 





(Aus dem Institut fir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a, M. und dem 
Pharmakolog. Institut der Universitat Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11, Marz 1922.) 


I. Die Verteilung des Kreatins bei verschiedenen Muskelarten. 


In friiheren Arbeiten') wurde darauf hingewiesen, daB das 
Gemisch der Skelettmuskeln von Kaninchen einen auBerordent- 
lich konstanten Kreatingehalt hat. In 23 Fallen fand ich (alle 
Zahlen sind als Kreatininwerte ausgedriickt) 15 mal 0,450°/, 
Gesamtkreatinin (= 0,521°/, Kreatin), 1mal 0,455°/,, 4 mal 
0,458°/, und nur 2 mal 0,478°/, (= 0,536°/, Kreatin). Myers 
und Fine?) waren zu dem gleichen Ergebnis gelangt. In 
12 Fallen fanden sie 0,450°/, und nur in 5 etwas abweichende 
Werte, nimlich 0,466, 0,460, 0,446 und 0,445°/,, also sehr 
geringe Abweichungen vom Mittelwert 0,450°/,. Beker*) gibt 
als Durchschnitt von 4 Versuchen an weiBen Kaninchen- 
muskeln die Zahl 0,451°/,, Baumann‘) findet in ebensoviel 
Fallen 0,446, 0,456, 0,450, 0,458°/, und in einer neueren 
Arbeit ®) 0,450°/,. Palladin und Wallenberger®) finden in 





1) Diese Zs. Bd. 86, S. 415 (1913); Zs. fiir exper. Pathol. Bd. 80, 
S. 183 (1916). 

®) Myers u. Fine, Jl. of Biol. Chem. Bd. 14, S. 19 (1912). 

3) Beker, Diese Zs. Bd. 87, S. 21 (1913). 

*) Baumann, Jl. of Biol. Chem. Bd. 16, S. 169 (1913). 

°) Baumann, ebenda, Bd. 17, 8. 15 (1914). 

8) Palladin u. Wallenberger, C. R. de la soc. de biol. Bd. 78, 
S. 111 (1915). 
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8 Versuchen: 0,449, 0,455, 0,472, 0,449, 0,467, 0,449, 
0,453°/,, im Mittel wiederum 0,457°/,. Endlich haben Folin 
und Buckman?) in 7 Proben von Kaninchenmuskeln (welche 
Muskeln, ist nicht angegeben) 0,440°/, Kreatinin im Durch- 
schnitt gefunden. Ich selbst fand in neueren Versuchen 
wieder 0,450°/, oder ganz nahe daran liegende Werte. Die 
Konstanz des Kreatingehalts im Gemisch der Skelettmuskeln 
steht daher wohl auBer Zweifel. Im Hinblick auf den 
Wert vergleichender Kreatinbestimmungen bei verschiedenen 
Tieren unter wechselnden Bedingungen ist dies natiirlich 
wichtig. 

Demgegeniiber muB um so mehr darauf hingewiesen werden, 
daB der Kreatingehalt der einzelnen Muskeln durchaus nicht 
immer der gleiche ist, daB vielmehr recht erhebliche Unter- 
schiede bestehen. Man kann beinahe sagen, daB jeder Muskel 
seinen eigenen Kreatinwert hat. Schon Pekelharing und 
van Hoogenhuyze’) geben fiir rote Muskeln des Kaninchens 
Kreatinwerte an, die erheblich unter denen der weiBen liegen. 
Beker (a. a. O.) ergiinzte diese Befunde durch Bestimmungen 
des Kreatingehalts auch des Herzmuskels und glatter Muskeln, 
wie es vor ihm schon Buglia und Costantino’) getan hatten. 
Ich selbst verfiige iiber eine Reihe von Bestimmungen, die 
alle ihnliche Werte lieferten wie die von jenen Autoren an- 
gegebenen (vgl. Tab. I). Noch sehr viel niedrigere Werte 
geben die glatten Muskeln. Die Zahlen erreichen meist nicht 
0,1°/,. Im Hinblick auf die noch zu erérternde funktionelle 
Bedeutung des relativen Kreatingehalts verschiedener Muskeln 
habe ich eine gréBere Reihe von Bestimmungen an Kaninchen- 
muskeln durchgefiihrt und den Kreatingehalt in verschiedenen 
Muskeln bestimmt. Tabelle I bringt die Ergebnisse. Die von 
friiheren Untersuchern, z. T. auch an anderen Tierarten, ge- 
fundenen Zahlen sind angefiigt und jeweils besonders be- 
zeichnet. 





1) Folin u. Buckman, Jl. of Biol. Chem. Bd. 17, S. 483 (1914). 

*) Pekelharing u. van Hoogenhuyze, Diese Zs. Bd. 64, 8. 262 
(1910). 

8) Diese Zs. Bd. 81, S. 120 (1912). 
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Tabelle I. 


Kreatingehalt (als Kreatinin berechnet) verschiedener Muskeln 
sowie des Gehirns vom Kaninchen. 


Vergleichsweise sind Bestimmungen anderer Autoren, auch an Organen 
von sonstigen Siugetieren, angefiigt. 


Wei8e Muskeln. 


Rote Muskeln. 


Adduetor ‘Tibialis fos hell) Semitendinosus Soleus Zwerchfell 
0,452 0,487 0,504 0,231 0,282 0,240 
0,486 0,447 0,245 0,244 
0,442 0,410 0,258 0,236 
0,471 0,417 0,267 0,261 
0,508 0,436 0,221 0,257 

0,443 0,232 0,326 (Beker)?) 
Herz. Muskelgemisch 
0,121 0,450 \ eigene 
0,128 0,450 { neue Versuche 
0,147 0,455 
0,132 0,451 (Beker) !) 
0,164 0,453 (Baumann)*) 
0,177 0,450( 4 ) 


0,193 (Folin u. Buckman)?*) 
0,215 Rind (Beker)’) 
0,243 Hund (Beker) 


0,249 Hund (Folin u. Buck- 


mann)?) 


0,154 Hund (Mario Cabella) ’) 


Glatte Muskeln. 
0,079-0,093 Magen 


tl d.Schweins(Saiki)°) 


0,078. . 

0,094 Blase Rind (Mario Cabella)’) 

0,097 Retractor penis des Hundes 
(Buglia u. Costantino)%) 

0,077 Uterus Mensch (eigene Unter- 
suchg.; Trockengehalt 17,7°/,) 

0,038 Uterus Rind (Beker)?) 

0,030 »  schwein (Beker) 

0,0325 Dickdarm — aaa 

0,0234 Diinndarm Kaninchen (Beker)’) 





0,457 (Myers u. Fine) *) 
0,457 (Palladin u. Wallenberger)°) 
0,440 (Folin u. Buckman)?) 


Gehirn. 


0,0997 

0,0972 

0,0978 

0,0561 Hund 

0.0564 Rind (Beker)’) 

0,1003 Hund (Janney u. 
Blatherwick)*) 


. ') Beker, Diese Zs. Bd. 87, S. 21 (1913); Jl. of Biol. Chem, Bd. 16, 
S. 169 (1913). 
*) Folin u. Buckman, Jl. of Biol. Chem. Bd. 17, 8. 483 (1914). 
5) Baumann, Jl. of Biol. Chem. Bd. 16, 8. 169 (1913); Bd. 17, S.15 


(1914), 


*) Myers u. Fine, Jl.of Biol. Chem. Bd. 14, S. 19 (1914). 

5) Palladin u. Wallenberger, C. R. de Ja Soe. de biol. Bd. 78, 
S. 111 (1915). 

6) Saiki, Jl. of Biol. Chem. Bd. 4, 8. 483 (1908). 

*) Mario Cabella, Diese Zs. Bd. 84, S. 29 (1913). 

‘) Buglia u. Costantino, Diese Zs. Bd. 81, 8.120 (1912). 

*) Janney u. Blatherwick, Jl. of Biol.Chem. Bd. 21, S. 567 (1915). 





Sided brn . xcept | 
, 74 < se S Pa er XG 
Bett Mads» SS AiR es hae os eat dsl ncaband 3H 











Presy rd yes Tn ‘eles OS ios tes oo 48h 
Eee tceee Wes bak oi ee a ee 








192 Otto Riesser, 


Wie die Tabelle zeigt, ist beim Kaninchen der Kreatin- 
gehalt der verschiedenen Muskelarten ein sehr verschiedener.) 
Derselbe Unterschied besteht auch bei anderen Tieren. Zahlen 
liegen auch vor fiir die Skelettmuskeln des Huhns und 
der Ente. Mario Cabella?) fand im Brustmuskel wesentlich 
mehr Kreatin als in den Schenkelmuskeln (vgl. Tab. II) bei 
beiden Vogelarten, ich selbst habe neuerdings diese Ergebnisse 
noch etwas weiter durchgefihrt, indem ich beim Huhn Brust- 
muskel, weiBen Gastrocnemius und roten Soleus untersuchte, 
mit dem in der Tabelle II niedergelegten Ergebnis. Auch hier 
ist der Unterschied zwischen hellen, schnell zuckenden und roten, 
langsam zuckenden Muskeln auch im Kreatingehalt ausgeprigt 
und zwar im gleichen Sinne wie beim Kaninchen. Endlich 
mégen noch die Werte genannt sein, die ich fiir den flinken 
Froschmuskel im Vergleich mit dem trigeren Krétenmuskel 
finde. Fiir den Frosch liegen die Mittel-Werte durchweg 
héher (0,330°/,) gegeniiber der Krite (0,267°/,). 


Tabelle I. 
Kreatingehalt (in Prozent Kreatinin ausgedriickt) verschiedener 
Muskeln des Huhns. 


Brustmuskel Schenkelmuskel Soleus Gastrocnemius Tia 
(weiB) (Gemisch) (rot) (weil) 

0,351—0,415%) — 0,8300—0,8173) “em ii 0,154 5) 
0,3424) wo 0,225 4) 0,362 4) 0,083 8) 


Uberblickt man das vorliegende Material, so ergibt sich 
mit aller Deutlichkeit, daB allgemein ein Muskel um so 
reicher an Kreatin ist, je flinker er zuckt. Da nun die 
weiBen, flinken Muskeln die an quer gestreiften Fibrillen reich- 
sten sind, die roten wesentlich irmer daran, aber reicher an 
Sarkoplasma, die glatten endlich keine quer gestreiften und 
wenige lings gestreifte Fibrillen haben, so ist festzustellen, daB 
der Kreatingehalt verschiedener Muskelarten im um- 





1) Der Wassergehalt der verschiedenen Muskeln weicht nicht wesent- 
lich voneinander ab; die Zahlen sind deshalb nicht besonders angefiihrt. 

2) Diese Zs. Bd. 84, S. 29 (1918). 

5) Mario Cabella, Diese Zs. Bd. 84, S. 29 (1913). 


*) Eigene Untersuchung. 
5) Folin u. Buckman, Jl. of Biol. Chem. Bd. 17, S. 483 (1914). 
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gekehrten Verhaltnis steht zum relativen Gehalt an 
Sarkoplasma und in direktem Verhaltnis zum Gehalt 
an quergestreiften Fibrillen. Man wird auf Grund dieser 
GesetzmiBigkeit aus dem Kreatingehalt auch bei solchen Tieren 
Schliisse auf die Zuckungsart der Muskeln ziehen kénnen, bei 
denen die Farbe nicht, wie beim Kaninchen, zu verwerten ist. 
Man wird also flinke und langsame Muskeln durch 
Bestimmung ihres Kreatingehalts funktionell kenn- 
zeichnen kénnen.}) 

Die Tatsache, daB gerade die glatten Muskeln und die 
roten, solche also, die, wie man gemeinhin annimmt, einer 
tonischen Zustandsinderung besonders leicht fahig sind, am 
wenigsten Kreatin enthalten, mu8 im Hinblick auf die Theorie 
von Pekelharing?) iiber den Zusammenhang von Kreatin- 
bildung und Tonus auffallen. Pekelharing hat die sehr 
interessante Hypothese aufgestellt, daB8 alle ,,tonischen“ Zu- 
standsverinderungen mit der Bildung von Kreatin verkniipft 
sind, wobei er sich selbst auf den Boden der Botazzischen 
Theorie stellte, nach der das Sarkoplasma das Substrat der lang- 
samen tonischen Veriinderung des Muskels sei. Man miiBte dem- 
nach annehmen, daf die sarkoplasmareichen Muskeln am meisten 
Kreatin enthalten. Es ist aber das genaue Gegenteil der Fall. 

Die Unvereinbarkeit der Kreatinverteilung mit den Theorien 
von Pekelharing mu8 zu der Frage fihren, inwieweit jene 
Hypothese iiber die Bedeutung des Kreatins im Tonusstoff- 
wechsel des Muskels iiberhaupt aufrecht zu erhalten ist. Es 
ist keine Frage, daB unter den von Pekelharing heran- 
gezogenen Beispielen zum mindesten Toten- und Warmestarre 
nicht als tonische Erscheinungen gedeutet werden kénnen. 
Kine Definition dessen zu geben, was wir als tonischen Zu- 
stand bezeichnen diirfen, ist auch heute noch, nach mancherlei 
Fortschritten der Forschung, nicht leicht. Jedenfalls rechnen 





1) Angaben iiber den Kreatingehalt der Muskeln miissen demnach 
stets die Art des jeweils bestimmten Muskels bzw. Muskel- 
gemischs genau bezeichnen. 

*) Pekelharing u. van Hoogenhuyze, Diese Zs. Bd. 64, S.262 
(1910). 
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wir aber dazu keine irreversiblen Zustandsinderungen der 
kontraktilen Substanz wie die genannten Starreformen. Fiir 
die iibrigen von Pekelharing studierten Falle von Gift- 
kontrakturen mu der tonische Charakter vorderhand noch 
zweifelhaft bleiben. Ich werde auf dieses komplizierte Problem 
an anderer Stelle eingehend zuriickkommen. Dab, wie Pekel- 
haring besonders hervorhebt, sympathisch erregende Gifte 
Kreatinvermehrung machen, konnte in eigenen Versuchen am 
Kaninchen bestatigt werden.') Auf dem Boden der besonders 
von De Boer und von Mansfeld vertretenen Theorie der 
sympathischen Innervation des Tonus stehend, habe ich diese 
Befunde so gedeutet, daB die zentralsympathische Erregung 
den Muskeltonus erhéhe und zugleich den Kreatingehalt ent- 
sprechend den Anschauungen Pekelharings. Ks ist indessen 
klar, daB diese SchluBfolgerung steht und fallt mit der Richtig- 
keit der Theorie von der sympathischen Tonusinnervation. So 
wenig auch die Befunde von Pekelharing und mir iiber die 
Kreatinvermehrung nach sympathisch erregenden Giften zu 
bezweifeln sind, so kann doch die Frage, ob es sich hierbei 
auch um Tonusvermehrung handelte, als nicht entschieden 
betrachtet werden. Es ist bekannt, daB eine Reihe von 
Forschern die Berechtigung der De Boerschen Anschauung 
und der Mansfeldschen Hypothesen mit gewichtigen Griinden 
und Experimenten zu widerlegen suchten, ganz abgesehen von 
den neuen Anschauungen EK. Frank s?), der eine parasympathische 
Tonusinnervation annimmt.’) Ich selbst habe soeben gezeigt, 
daB ein parasympathisch so elektiv erregend wirkendes Gift 
wie das Acetylcholin zu einer merkwiirdigen ,,tonischen Dauer- 
verkiirzung des Muskels, ohne Schadigung seiner Erregbarkeit 





1) Zs. fiir exper. Pathol. Bd. 80, S. 183 (1916). Eine soeben erschienene 
Arbeit von Ken Kuré und Mitarbeitern, Zeitschr. f. d. ges. experim. Med. 
Bd. 26, 5, 176 (1922) bestitigt erneut den Zusammenhang von sypathisch- 
tropischer Innervation und Kreatingehalt der Muskeln (Zwerchfell). 

*) E. Frank, Berl. klin. Wehschr. 1920, S. 725; Arch. fiir exper. 
Pathol. Bd. 90, S. 149 a. 168 (1921). 

%) Eine Bestiitigung der De Boer’schen Versuche und Anschauungen 
bringt die soeben erschiene Arbeit von Maumary, Zeitschr. f. Biol. 
Bd. 74, S. 299 (1922). 
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fihrt.') Es ist noch nicht angezeigt, in dieser Frage endgiiltig 
Stellung zu nehmen. In der Fortsetzung meiner mit Neu- 
schloB ausgefiihrten Untersuchungen zur Kontraktur- und 
Tonusfrage?) hoffe ich auch dahin zu gelangen, daB sich ein 
Urteil gewinnen laBt, in welchem Umfang und mit welchen 
Abanderungen die interessante und iiberaus fruchtbare Hypo- 
these von Pekelharing sich aufrecht erhalten 14Bt. 


II. Kreatin- und Lactacidogenverteilung. 


Die Beobachtungen iiber die Verteilung des Kreatins bei 
verschiedenen Muskelarten gewinnen ein besonderes I[nteresse, 
wenn man sie mit den Feststellungen Embdens und seiner 
Mitarbeiter iiber den Gehalt verschiedener Muskelarten an 
Lactacidogenphosphorsaure ‘vergleicht.*) Bekanntlich nennt 
Embden Lactacidogen eine wahrscheinlich mit Livulosedi- 
phosphorsaure identische Substanz, deren Zerfall in Milchsiure 
und Phosphorsiure die Verkiirzung des Muskels bedingt. Da 
das Lactacidogen bei der Wirmestarre des Muskels vollstindig 
unter Freiwerden seiner gesamten Phosphorsiure (und Milch- 
siure) zerfallt, so bestimmt man seine Menge in der Weise, 
daB in einer von zwei annahernd gleich groBen, genau ge- 
wogenen Portionen eines Muskels die anorganische lésliche 
Phosphorsiure sofort bestimmt wird, in einer zweiten Probe 
erst nach 2stiindigem Stehen bei 45° in 2°/,iger NaHCO,- 
Lésung. Die Differenz zwischen diesem zweiten Wert, der B- 
Phosphorsaure, und dem ersten, der A-Phosphorsiure, gibt die 
Menge der in der Warmestarre aus dem Lactacidogen frei ge- 
machten Phosphorsiure an und dient somit als Maf des 
Lactacidogens. Uber die Methodik der Bestimmung siehe bei 
EKmbden, Schmitz und Meincke‘), sowie bei Wechselmann.°) 

Tabelle III enthalt eine Nebeneinanderstellung der Lacta- 
cidogen- und Kreatinwerte fiir verschiedene Muskelarten. Es 





1) Zs. fiir exper. Pathol. Bd. 91, S. 342 (1921). 

*) Riesser u. NeuschloB, Zs. fiir exper. Pathol. Bd. 91, S. 342; 
Bd. 92, S. 254; Bd. 93, S. 163 u. 179 (1922). 

5) Embden u. Adler, Diese Zs. Bd. 113, S. 201 (1921). 

*) Embden, Schmitz u. Meicnke, Diese Zs. Bd. 113, S. 10 (1921). 

5) C. Wechselmann, Diese Zs, Bd. 113, S. 146 (1921). 
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Tabelle III. 


Lactacidogen- und Kreatingehalt verschiedener Muskelarten, 























i. <= F ~ ~ ' ws 
= oC 
Muskel- bzw. = se x 32 x 3° eax 
Tierart Repos | ks 2.2.8 
— < m 4 Ba 
Bt a 0,2740] 0,3680 |0,0940] 20,45 
muskeln Adler’) 
Hinne ey. 12446] 0,3845 10,0899] 20,15 
muskeln Panajotakos *) 
Kaninchen 0,2551| 0,5777 |0,3226 23,95 
Weife Muskeln| Embden und Adler’) 
Kaninchen |0.2283| 0,3601 |0,1318] 23,95 
Rote Muskeln | Embden und Adler’*) 
Huhn | 
WeiBer Brust- |0,3224] 0,6316 |0,3092] 25,76 
muskel Lyding *) 
Desgleichen 0,3411| 0,6674 |0,3263 25,44 
Riesser 
Huhn 
WeiBer Gastro- 0,3523 0,6897 0,3374 23,83 
enemius Riesser 
Huhn : 
Roter Ober- 0,2610 0,5033 0,2423 23,14 
schenkelmuskel Lyding 
Huhn —_|0,3195] 0,5148 ]0,1953] 24,94 
Roter Soleus Riesser 





ergibt sich daraus in sehr klarer Weise, daB der relative Gehalt 
an Lactacidogen in den verschiedenen Muskeln desselben Tieres 
oder in den Muskeln nahe verwandter Tiere immer parallel 
geht mit dem Kreatingehalt. Reiht man noch die Befunde an 
glatten Muskeln ein, so wird das Bild vervollstindigt. In der 
Tat fand Embden im glatten Muskel nur Spuren von Lacta- 
cidogen, und der Kreatingehalt ist, wie wir sahen, ebenfalls 


ein minimaler. 








1) Adler, Diese Zs. Bd. 113, S. 200. 


*) Panajotakos, Ebenda, S. 245. 


5) Embden u. Adler, Ebenda, S. 201. 
*) Lyding, Ebenda, S. 223. 
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Aus der Feststellung des Parallelismus im Gehalt 
verschiedener Muskeln an Lactacidogenphosphorsaure 
und an Kreatin ergab sich die Fragestellung, ob etwa 
auch im Verhalten der beiden Stoffe unter wechselnden 
Bedingungen ein gleicher Parallelismus bestehe. Es erschien 
dies allerdings von vornherein wenig wahrscheinlich, da, wie 
Adam’) fand, Tetrahydro-f-naphtylamin, da nach meinen 
friheren Untersuchungen am Kaninchen eine erhebliche 
Steigerung des Kreatingehalts der Muskeln verursacht, nicht 
oder doch nicht mit Sicherheit zu einer Lactacidogenvermeh- 
rung fihrt. Ich hatte weiterhin Gelegenheit, bei einigen von 
Embden und seinen Mitarbeitern ausgefiihrten Untersuchungen 
iiber das Verhalten des Lactacidogens unter wechselnden Be- 
dingungen jeweils am gleichen Material Kreatinbestimmungen 
auszufiihren. In zwei Versuchen von Cohn’), in denen Kanin- 
chen bis zur volligen Erschépfung gebracht worden waren, 
erwies sich der Lactacidogengehalt der weiBen Muskeln ver- 
mindert, der Kreatingehalt indessen war sowohl in den weiBen 
wie in den roten Muskeln ein normaler. Auch das Gemisch 
aller Hinterbeinmuskeln enthielt den Normalgehalt von 0,450°/, 
Kreatinin. An einem mit P schwer vergifteten Kaninchen, bei 
dem Embden und Isaac’) eine erhebliche Lactacidogenver- 
minderung fanden, erwies sich der von mir in dem gleichen 
Material bestimmte Kreatingehalt als normal. Im Zusammen- 
hang dieser Fragestellung untersuchte ich schlieBlich auch das 
Verhalten des Kreatins bei den Bedingungen der Warme- 
starre, die zu einem vollstindigen Abbau des Lactacidogens 
fihren. Der Kreatingehalt von Froschmuskulatur Anderte 
sich indessen weder in Ringerlésung noch in Bicarbonat- 
oder Phosphatlésung bei 35 oder 40 bis 45° im Laufe von 
2—4 Stunden gegeniiber den sofort untersuchten Kontroll- 
proben. Tabelle IV gibt einige der hierher gehérigen Ver- 
suche wieder: 


1) Adam, Diese Zs. Bd. 118, S. 281 (1921). 
2) Cohn, Diese Zs. Bd. 113, 8S. 253 (1921). 
3 Embden u. Isaac, Diese Zs. Bd. 113, S. 263 (1921). 
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Tabelle IV. 


Kreatingehalt (als Kreatinin berechnet) in autolysierendem oder wirme- 


starrem Muskelbrei von Frdéschen. 


Trock.- 
Subst. 
I. 9.2.20 Muskelbrei beider 1. Sofort verarbei- 
Hinterbeine tet 0,327 °, 
2. 1 Stde. 50 Min. 19.0 9) 
in Ringerlsg. ll 
bei 35° 0,335 
I]. 11.2.20 Muskelbrei beider 1. Sofort 0,347 
Hinterbeine 2.2 Stunden in 19.8 
Ringerlisg. . 
bei 30° 0,347 
III. 23.11.20 Muskelbrei beider 1. Sofort 0,298 
Hinterbeine 2. Nach 3 Stdn. in 91.7 
isot. KH,PO, : 
bei 40° 0,297 
IV. 4.1.21 Muskelbrei beider 1. Sofort 0,306 
Hinterbeine 2. Nach 2 Stdn. in 20.7 
isot. KH,PO, " 
bei 45° 0,299 


Diese Beobachtung schien im Widerspruch zu stehen mit 
den Angaben von Pekelharing und van Hoogenhuyze 
(a. a. O.), nach denen Wirmestarre des Froschmuskels zu einer 
Kreatinvermehrung fiihrt. Da diese Forscher indessen unter 
ganz anderen Versuchsbedingungen, insbesondere nicht am 
Muskelbrei, sondern am ganzen Frosch, arbeiteten, so habe ich 
drei Versuche genau nach ihren Angaben durchgefiihrt. 


1. Versuch vom 25. Juni 1921. Esculenta miinnlich. 


Nach Enthirnung und Zerstérung des Riickenmarks Herz durchschnitten. 
Dann wird das eine Bein in Wasser von 45° gehingt. Nach 9 Minuten 
werden beide Beine analysiert. 


A. Normalbein: Kreatinin. . ... 0,341%, 
Trockengehalt . . . 17,6, 
B. Warmestarres Bein: Kreatinin. . . . . 0,344°, 


Trockengehalt . . . 1%,9°%/, 


2. Versuch vom 21. Juli 1921. Temporaria weiblich. 


Anordnung wie vorher. Das eine Bein 10 Min. in 45° heiBem Wasser. 
A. Normalbein: Kreatinin. . . . . 0,344, 
Trockengehalt . . . 21,5°/, 


B. Wirmestarres Bein: Kreatinin. . . . . 0,325 °/, 
Trockengehalt . . . 24,1 %, 
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8. Versuch vom 26. Juli 1921. Temporaria minnlich. 


Anordnung wie vorher. Dauer der Hitzewirkung 10 Min. 


A. Normalbein: Kreatinin. ... . 0,808%, 
Trockensubstanz . . 22,1, 

B. Warmestarres Bein: Kreatinin. . . . . 0,290%, 
Trockensubstanz . . 22,7, 


Ks zeigte sich also in meinen Versuchen keine Andeutung 
einer vermehrten Kreatinbildung in der Wirmestarre. Welches 
die Ursache dieser von den Angaben der holliindischen Forscher 
abweichenden Ergebnisse ist, vermag ich nicht zu sagen. Das 
Fehlen der Wasserbestimmungen in den Versuchen von Pekel- 
haring und van Hoogenhuyze erschwert etwas die Be- 
urteilung ihrer Kreatinbestimmungen. Fiir die Frage des Zu- 
sammenhanges von Kreatingehalt und Tonus sind jedenfalls 
die Versuche mit Wirmestarre deshalb belanglos, weil, so un- 
geklirt auch der Tonusbegriff noch sein mag, sicher die 
Wiirmestarre und auch die Totenstarre mit den Tonuszustiinden 
des lebenden Muskels nichts zu tun haben. 

Pekelharing und van Hoogenhuyze haben nun auch 
bei Totenstarre Kreatinvermehrung gefunden. Die einschligigen 
Versuche sind an Kaninchen angestellt. 

Wenn die Kontrollmuskeln erst 20—35 Minuten nach 
dem ode des Tieres enthnommen wurden, so ergab der Ver- 
gleich mit den totenstarren gleichnamigen Muskeln der anderen 
Seite, die 51/,—7 Stunden nach dem Tode entnommen wurden, 
ganz verschiedenartige Resultate. Die Verfasser vermuteten 
daher, daB& postmortale, einander entgegengesetzte und von- 
einander unabhiingige Vorginge von Kreatinbildung und -zer- 
setzung sich vielleicht schon in den ersten 20 Minuten nach 
dem Tode abspielten und dadurch die Ergebnisse unsicher 
machten. Wenn sie die Kontrollmuskeln sofort in HCl 
brachten, bekamen sie in vier Versuchen regelmaBig mehr 
Kreatin in den totenstarren Muskeln. Danach miiBte man 
annehmen, daB die negativen Ergebnisse der ersten Versuchs- 
reihe auf einem Uberwiegen kreatinbildender Prozesse im 
Kontrollmuskel im Laufe von nur 1/, Stunde nach dem Tode 
beruhten, so daB das Mehr in den totenstarren Muskeln nicht 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX. 14 
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zur Geltung kam. Diesem, wie uns scheint, von vornherein 
wenig befriedigenden Erklarungsversuch widerspricht entschieden 
eine ganze Reihe eigener Befunde. Die Konstanz der Kreatin- 
werte normaler Kaninchenmuskeln an sich schon ist unver- 
einbar mit der Annahme, da8 sich innerhalb der ersten Minuten 
Kreatinbildungs- und Zersetzungsprozesse in _ verschieden- 
artigstem gegenseitigem Verhiltnis abspielen sollten, da ja in 
meinen eigenen Versuchen wie in den gleichlautenden Unter- 
suchungen anderer Autoren wechselnde Zeiten zwischen der 
Muskelentnahme und dem Auskochen der Muskeln verliefen. 
Allerdings arbeitete ich stets tunlichst schnell; immerhin mégen 
aber fast stets 15—20 Minuten zwischen dem Tode des Tieres 
und dem Einbringen des gewogenen Muskelbreies in die heife 
NaCl-Lésung vergangen sein. Die Konstanz der Kreatinwerte 
in den autolysierenden Muskeln, wie sie Tab. IV aufweist und 
ihre genaue Ubereinstimmung mit den Kreatinwerten der 
frisch verarbeiteten Muskeln zeigt ebenfalls, daB zum mindesten 
beim Frosch, postmortale Kreatinverinderungen nicht eintreten. 
DaB dies aber auch beim Warmbliiter nicht der Fall sein 


kann, wird schlieBlieh durch die besonders im Hinblick auf 


Tabelle V. 


Kreatiningehalt in °/, von totenstarren Kaninchenmuskeln. 
Trocken- 
substanz 


I. Muskelgemisch Sofort 0,455 oo) 2 gleiche Teile 
der Hinterbeine Nach 24 Stdn. 0,445 25,2°/) desselben Ge- 


(Muskelbrei) (offen stehen menges 
gelassen) 
II. WeiBer Beuge- Sofort 0,508 | 2 Tle. desselben 
muskel 22,0 Muskels 


24Stdn.imver- 0,509 
schlossenen 


Wageglischen 
III. WeiBerStrecker 24 Stdn. extra 0,422 23,0 rechter Muskel 
corpus 
24 Stdn. intra 0,406 22,3 linker i 
corpus 


IV.. Roter Semiten- 24 Stdn. extra 0,213 22,7 rechter _,, 
dinosus corpus 


24 Stdn. intra 0,252 23,3 linker PA 
corpus 
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diese Frage angestellten Versuche der Tabelle V_ erwiesen. 
Zwischen frisch entnommenen und totenstarren Muskeln be- 
stand in keinem Falle ein Unterschied im Kreatingehalt, ganz 
gleich ob ich nun mit Muskelbrei oder mit intakten Muskeln 
arbeitete und ob letztere im Kérper oder auBerhalb des Kérpers 
starr werden. Weife und rote Muskeln verhielten sich in 
dieser Hinsicht gleich, Auch Shaffer!) betont iibrigens, dab 
er keinen Unterschied im Kreatingehalt der Muskeln im Laufe 
von 24—36 Stunden nach dem Tode feststellen konnte und 
Myers u. Fine’) haben bewiesen, daB bei selbst 10 tagiger 
antiseptischer Antolyse von Kaninchenmuskeln der Gesamt- 
kreatiningehalt unverindert bleibt. 

Es muf daher festgestellt werden, daB sich im ab- 
sterbenden und abgestorbenen Muskel keine Kreatin- 
verinderungen abspielen. Diese Feststellung ist. deshalb 
wichtig, weil sie uns die Berechtigung gibt, den Kreatingehalt 
normaler Menschenmuskeln durch systematische Bestim- 
mungen an der Leiche festzustellen, vorausgesetzt natiirlich, 
da nicht schon Fiaulnis eintrat. Die so fiir verschiedene 
Muskeln noch zu bestimmenden Werte*) (Untersuchungen sind 
am hiesigen Institut eingeleitet) werden uns die funktionellen 
Verschiedenheiten auch der menschlichen Skelettmuskeln auf- 
weisen. Auch in der Pathologie des Kreatinstoffwechsels werden 
wir weiter kommen, wenn wir das an der Leiche gewonnene 
Material verwerten diirfen. Bisherhatsystematischnur Denis *) am 
menschlichen Psoasmuskel solche Untersuchungen durchgefiibrt. 
Weitere Untersuchungen haben wir selbst begonnen. 

Angesichts der Tatsache, daB nach den Befunden von 
Adler, sowie von Adler und Giinzburg ) der Lactacidogen- 





1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 18, S. 525 (1914). 

*) Myers u. Fine, Jl of Biol. Chem. Bd. 21, S. 583 (1915). 

3) Die bisher in der Literatur angefiihrten Zahlen beziehen sich 
meist auf anatomisch nicht genau bestimmte Muskeln und sind daher 
vielfach nicht zu brauchen. Vgl. Chisolm, Biochem. Jl. Bd. 6, 8. 243 
(1912); Myer u. Fine, Jl. of Biol. Chem. Bd. 14, 8.17 (1913); Shaffer, 
a. a. O. 

4) Denis, Jl. of Biol. Chem. Bd, 26, 8. 379 (1916). 

*) Adler u. Giinzburg, Diese Zs. Bd. 113, 8. 174, 187, 193 (1922). 
14* 
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gehalt des Froschmuskels von der Jahreszeit bzw. von der 
Temperatur durchaus abhingig ist, daB er am niedrigsten bei 
Kaltfréschen, am héchsten bei Warmfréschen sich erweist, 
habe ich mich bemiiht, auch hinsichtlich des Kreatingehaltes 
etwaige von der Jahreszeit abhingige Schwankungen fest- 
zustellen. Die Ubersicht tiber mein sehr groBes Versuchs- 
material aus zwei Jahren bot Anhaltspunkte fiir einen ge- 
wissen, wenn auch geringen Unterschied im Kreatingehalt 
zwischen Winter- und Sommerfréschen, ohne daB sich jedoch 
eine ganz klare Scheidung durchfihren lieBe. Dieser Unter- 
schied verhilt sich umgekehrt wie beim Lactacidogen. Im 
allgemeinen so kann man sagen, sind die Kreatinwerte im 
Sommer niedriger als im Winter. In der kalten Jahreszeit 
liegen die Werte mit wenigen Ausnahmen bei 0,33—0,34 °/, 
Kreatin. Im Sommer neigen sie mehr zum Grenzwert 0,300 
bis 0,295 °/,.. Wahrend ich im Winter sehr selten die niedrigen 
Werte fand, beobachtete ich im Sommer doch hiufig auch die 
héheren. Ganz klar waren die Resultate, als ich thnlich, wie 
es Adler tat, die Winterfrésche durch 8 tigiges Halten im 
Thermostat bei 25-—28° zu Sommerfréschen machte. In 
diesen Versuchen lagen die Werte ganz konstant bei 0,300 
und ein wenig darunter, waihrend die nicht erwiirmten Kontroll- 
tiere die héheren Werte aufwiesen. Auf die Auffiihrung simt- 
licher hierher gehoériger analytischen Daten verzichte ich. Es 
handelt sich um etwa 50 Einzelbestimmungen. Ob es sich 
bei den erwaihnten Unterschieden zwischen Winter- und Sommer- 
fréschen um eine physiologische Erscheinung handelt oder ob 
die Herabminderung des Kreatingehaltes bei vielen Sommer- 
fréschen lediglich eine Folge der Schidigung ist, der solche 
Tiere im Sommer bekanntlich leicht unterliegen, bleibe dahin- 
gestellt. Fiir vergleichende Untersuchungen, besonders in der 
Ubergangszeit (Frithling, Herbst), muB aber auf die Méglich- 
keit eines solchen Wechsels im Kreatingehalt hingewiesen werden. 

Aus den bisherigen Feststellungen geht so viel hervor, 
da8 der Parallelismus in der Verteilung des Kreatins und des 
Lactacidogens bei verschiedenen Muskelarten keinem Parallelis- 
mus des Umsatzes dieser Stoffe im Muskel entspricht. Man 
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kénnte daran denken, daf ein Zusammenhang irgendwo im 
ProzeB der Bildung dieser beiden Substanzen bestehe, so 
daB iiberall da, wo die Bedingungen zu einer reichlichen 
Lactacidogenbildung gegeben sind, auch die Voraussetzung zu 
reichlicher Kreatinbildung vorhanden ist. Man kann sich dies 
zunachst rein anatomisch so vorstellen, daf man beide, Kreatin 
wie Lactacidogen, als Bestandteile der Muskelfibrillen be- 
trachtet. Doch ist ja, wie das Vorkommen des Kreatins, wenn 
auch in relativ geringer Menge, in anderen Organen zeigt, 
seine Existenz in einem Gewebe nicht an den Gehalt an Muskel- 
fibrillen gebunden. Die andere mégliche Vorstellung wire 
eine mehr chemische. Man kénnte daran denken, daB der 
ProzeB der Bildung von Lactacidogen aus seinen Vorstufen 
zugleich auch AnlaB zur Bildung des Kreatins gebe. Hier 
berithren sich die Embdenschen Anschauungen von den 
(uellen der Lactacidogenphosphorsiure mit meiner vor einer 
Reihe von Jahren aufgestellten Hypothese der Kreatinbildung.') 
Embden und Adler’) haben gewichtige experimentelle Stiitzen 
fiir die Annahme geliefert, daB die Lactacidogenphosphorsiure 
aus der unléslichen organischen Phosphorsiure des Muskels, 
der Restphosphorsiure, wie sie diese Fraktion bezeichnen, er- 
ginzt wird, deren Menge jeweils im umgekehrten Verhiltnis 
zur Lactacidogenmenge steht und die im wesentlichen die 
Lipoidphosphorsiiure darstellt. Andererseits habe ich selbst 
auf Grund von Uberlegungen und experimentellen Unter- 
suchungen die Hypothese aufgestellt, daB das Kreatin vielleicht 
aus Cholin und Harnstoff bzw. Cyanamid in ihnlicher Weise 
entstehe, wie das Kreatin bei der Streckerschen Synthese 
aus Sarkosin und Cyanamid. Es ist immerhin im Zusammen- 
hang mit den festgestellten Beziehungen von Kreatingehalt und 
Lactacidogengehalt interessant, daB auch das als Muttersub- 
stanz des Kreatins von mir angenommenen Cholin ein Abbau- 
produkt der Lipoide ist, derselben Substanzen also, deren 
Phosphorsiiure nach Embden die Quelle des Lactacidogens 
darstellt. Diejenigen Muskeln, die viel Restphosphorsiure 
*) Diese Zs. Bd. 86, S. 415 (1913). 
2) Embden u. Adler, Diese Zs. Bd. 113, S. 201 (1921). 
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haben, sind arm an Lactacidogen und arm an Kreatin. Die 
Muskeln mit kleinem Vorrat an organischer Restphosphorsiure 
dagegen weisen einen hohen Gehalt an Lactacidogen und 
ebenso an Kreatin auf. Wenn auch nach wie vor die Genese 
des Kreatins nicht als geklirt betrachtet werden kann}), so 
bleibt doch immerhin bemerkenswert, daB die véllig unabhingig 
voneinander aufgestellten Theorien der Bildung von Lactaci- 
dogen einerseits, von Kreatin andererseits auch den Parallelis- 
mus im quantitativen Vorkommen der beiden Substanzen er- 
kliren kénnten. 


III. Der Kreatingehalt der Vorderbeinmuskeln der Frésche, 
insbesondere bei der Umklammerung. 


Die Tatsache, da& beim Kaninchen und beim Huhn die 
funktionell verschiedenen Muskeln sich in charakteristischer 
Weise auch hinsichtlich ihres Kreatingehaltes unterscheiden, 
ist sicher nicht auf diese Tierarten beschrinkt, sondern fiir 
alle giiltig, Bei Fréschen habe ich einzelne Muskeln noch 
nicht untersucht, wohl aber die Vorderbein- und Hinterbein- 
muskulatur, jede fiir sich, R. Kahn?) hat kiirzlich angegeben, 
daB die Vorderbeine umklammernder Frésche weniger Kreatin 
enthielten als die Hinterbeine, wiihrend bei nicht umklammern- 
den Tieren, wie er sich iiberzeugt habe, der Kreatingehalt in 
beiden Extremititen stets derselbe sei. Zahlen fiir diese 


letztere Aufgabe werden nicht angefiihrt. Hs erschien auf 


Grund meiner Beobachtungen iiber den verschiedenen Kreatin- 
gehalt verschiedener Muskelarten von vornherein wenig wahr- 
scheinlich, daB die weit weniger aktiven Vorderbeinmuskeln 
der Frésche ebenso reich an Kreatin seien, wie die auf flinke 
Aktion eingestellten Muskeln der Hinterbeine. Da R. Kahn 
die Muskelaktion der umklammernden Vorderbeine als einen 
tonischen Zustand deuiet, so erscheint sein angeblicher Befund 


1) Vgl. zur Frage des Cholins als Muttersubstanz des Kreatins 
Shanks, Jl. of Physiol. Bd. 55, 8. VIII (1921); Baumann, Hines und 
Marker, Jl. of Biol. Chem. Bd. 24, S. 162 (1916); Baumann u. Hines, 
Jl, of Biol. Chem. Bd. 35, S. 75 (1918). 

2) R. Kahn, Pfliigers Arch, Bd. 177, S. 294 (1919). 
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einer Kreatinverminderung in den tonisch verkiirzten Muskeln, 
wie er selbst hervorhebt, als eine Widerlegung der Hypothese 
von Pekelharing und van Hoogenhuyze. Ich habe daher 
seine Angaben nachgepriift. Nachdem ich schon vorher in 
einer ganzen Reihe von Fillen an Fréschen verschiedener 
Art und Herkunft, bei Mannchen wie bei Weibchen, regel- 
miBig in den Vorderbeinen erheblich weniger Kreatin ge- 
funden hatte, als in den Hinterbeinen, habe ich im Friih- 
jahr 1921, um genau die gleichen Versuchsbedingungen wie 
R. Kahn zu haben, die Versuche sowohl an umklammernden 
wie an nicht umklammernden Fréschen wiederholt, mit dem 
Ergebnis, da8, ob umklammernd oder nicht, bei jedem Frosch 
die Vorderbeine in gleichem Ma8e an Kreatin irmer sind als 
die Hinterbeine (Tab. VI). Allerdings ist der Kreatingehalt in 
den umklammernden Vorderbeinen auch nicht héher als in 
den Nichtumklammernden. Wenn es sich hier also wirklich 


Tabelle VI. 


Kreatiningehalt in Hinterbeinen und Vorderbeinen bei umklammernden 
und nichtumklammernden. Fréschen. 
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Hinter- Trock Vorder- Nee | 
beine ut. — 
Datum Froschart substanz ie substanz 
lo 0/ fo 0/ 
Kreatinin fo Kreatinin 10 
1921 
2. II. Eseul. miinnl. 0,317 22,3 0,277 22,3 a 
14. I]. | Tempor. ,, 0,295 21,8 0,254 21,3 S 
15. II. aye 0,295 21,4 0,241 21,5 E 
2.1. | Escul. _,, 0,322 21,5 0,247 20,2 "4 
23. II ‘ ss 0,327 22,5 0,239 21,8 s 
26. II ‘ = ~ a 0,237 21,6 2 
5.111. | Tempor. _,, 0,337 22,6 0,271 21,6 
= 
23.11. | Escul. ,, 0,345 22,3 0,259 21,3 
26. II 7 e _ me 0,236 20,8 E 
5. UI. | Tempor. 0,318 20,2 0,268 19,8 = 
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um eine tonische Verkiirzung handelt, so ist in dem Fehlen 
der Kreatinvermehrung immerhin eine Tatsache gegeben, die 
sich mit der Hypothese von Pekelharing nicht vereinigen 
lieBe. Jedenfalls aber sind die Angaben von R, Kahn als 
irrige zu bezeichnen. Es ist ihm entgangen, daB die Vorder- 
beinmuskeln der Frésche stets weniger Kreatin enthalten als 
die Hinterbeine und dab dies bei umklammernden Minnchen 
nicht anders ist als bei Nichtumklammernden. 


Zusammenfassung. 


1. Wahrend fiir das Gemisch aller Skelettmuskeln des 
Kaninchens der Kreatingehalt stets der gleiche ist, weichen 
die Werte der einzelnen Muskel zum Teil sehr erheblich von- 
einander ab. Es besteht die Regel, daB ein Muskel um so 
reicher an Kreatin ist, je flinker er zuckt, um so armer daran, 
je langsamer seine Zuckung abliuft. 

2. Kreatin- und Lactacidogengehalt der verschiedenen 
Muskelarten verhalten sich véollig gleichsinnig. Dagegen be- 
steht kein Parallelismus im Verhalten der beiden Stoffe 
gegeniiber Verinderungen des Muskelzustandes durch ver- 
schiedenartige Faktoren. Insbesondere ist der Kreatingehalt 
weder in der Wirme- noch in der Totenstarre erhéht und der 
Kreatingehalt toter Muskeln kann daher als Maf fiir den 
Gehalt intra vitam gelten. 

3. Die Angabe von R. Kahn, da der Kreatingehalt der 
, tonisch* verkiirzten Vorderbeinmuskeln umklammernder Frésche 
gegeniiber der Norm herabgesetzt ist, besteht nicht zu Recht. 
Der Kreatingehalt der (langsamen) Vorderbeinmuskeln der 
Frésche ist stets wesentlich geringer als der der Hinterbeine, 
und es besteht in dieser Hinsicht kein Unterschied zwischen 
umklammernden und nicht umklammernden Fréschen. 








Beitrag zur Kenntnis der Zusammensetzung des Seiden- 
fibroins und seiner Struktur. 


Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 
Ausgefihrt mit Mitteln der Kaiser Wilbelm-Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaften.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Marz 1922.) 


Seidenfibroin besteht zum gréBten Teil aus Monoamino- 
siuren, und zwar nehmen an seinem Aufbau hauptsachlich 
die drei Bausteine Glykokoll, d-Alanin und 1-Tyrosin teil. ’) 
AuBerdem sind nachgewiesen: 1-Leucin, 1-Serin,?) d-Arginin,’) 
1-Prolin,*) 1-Phenylalanin. Die Ausbeute an diesen Aminosduren 
betrug rund 70°/, der zu erwartenden Gesamtmenge. Wir 
haben den Versuch unternommen, jede einzelne Aminosaure, 
die im Seidenfibroin enthalten ist, méglichst quantitativ zu 
bestimmen und zugleich festzustellen, ob bisher noch nicht 
entdeckte Aminosiiuren im erwihnten Protein enthalten sind. 
Ferner versuchten wir, den stufenweisen Abbau des Seiden- 
fibroins so zu leiten, daB eine méglichst groBe Menge von 
bekannten Polypeptiden erhalten werden kann. Wiirde es z. B. 
gelingen, bestimmte EiweiSbausteine in gréferer Menge in 
bekannter Bindung zu isolieren, dann kénnte man zu einer 
Vorstellung iiber die Struktur des Seidenfibroins kommen. 





1) Vgl. Emil Fischer u. Aladar Skita, Zs. f. physiol. Chem. 
Bd. 33, S. 177 (1901). 

*) Emil Fischer u. Aladar Skita, Zs. f. physiol. Chem. Bd. 35 
S. 221 (1902). 

*) Emil Fischer, Zs. f. physiol. Chem. Bd. 39, S. 155 (1903). 
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Die Hydrolyse des Seidenfibroins wurde teils mit kon- 
zentrierter Salzsiure, teils mit 25°/,iger Schwefelsiure vor- 
genommen. Die Verarbeitung der Hydrolysate war die iibliche. 
Zum Nachweis der Diaminosiuren wurden 2 kg Seidenfibroin 
mit 25°/,iger Schwefelsiure hydrolysiert. Wir folgten dem 
bekannten Verfahren von Kossel und Kutscher. Neben 
Arginin konnten auch Lysin und Histidin gewonnen werden. 
Die erstere Aminosiiure wurde als Pikrat und als Dibenzoyl- 
verbindung identifiziert. Vom Lysin stellten wir das Dichlor- 
hydrat und das Pikrat her. Zur Identifizierung des Histidins 
verwendeten wir die Knoopsche Probe. Ferner wurde das 
Dichlorhydrat gewonnen. Von allen Verbindungen wurde auBer- 
dem der Stickstoffgehalt und das optische Verhalten festgestellt. 

Die Ausbeuten betrugen: Arginin 1,5 g, Lysin 0,85 g, 
Histidin 0,75 g, berechnet auf 100 g aschefreies, bei 120° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknetes Seidenfibroin. 

Glykokoll wurde in der bekannten Weise als Esterchlor- 
hydrat abgeschieden. Die Ausbeute an reinem Glykokoll betrug 
unter Hinzurechnung jener Menge, die bei der Destillation 
der Aminosiureester aus der Alaninesterfraktion gewonnen 
werden konnte, 40,5°/,. Das d-Alanin wurde iiber den Ester 
gewonnen (ganz nach Emil Fischers Angaben). Die Aus- 
beuten waren am besten, als die Ester unter sehr sorgfiltiger 
Kiihlung mit Natriumithylat in Freiheit gesetzt wurden. Es 
wurde dabei, wie folgt, vorgegangen. Die nach ntfernung des 
Glykokollesterchlorhydrats verbliebene Lésung der Esterchlor- 
hydrate (die Veresterung war fiinfmal unter Anwendung von 
villig getrocknetem Athylalkohol vorgenommen worden, ferner 
war der salzsaure, das bei der Veresterung frei gewordene Wasser 
enthaltende Alkohol griindlich abgedampft worden), wurde zur 
Trockene verdampft. Der verbleibende Riickstand wurde wieder- 
holt mit absolut trockenem Alkohol iibergossen und dieser ver- 
dampft. Die Esterchlorhydratmasse wurde dann durch Kochen 
mit absolut trockenem Alkohol wieder in Lésung gebracht und in 
einem aliquoten Teil der Chlorgehalt nach Volhard festgestellt. 
Es wurde dann eine 2°/,ige Natriumiathylatiésung hergestellt. 
Auch hierzu wurde absolut trockener Alkohol verwendet. Die 
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Natriumithylatlésung wurde nunmebhr in der auf den Gesamt- 
chlorgehalt berechneten Menge aus einem Tropftrichter ganz 
allmihlich zu der alkoholischen Lésung der Esterchlorhydrate 
hinzugefiigt. Diese war mit Ather iiberschichtet. Von’ Zeit 
zu Zeit wurde mit dem Zuflu8 der Natriumiithylatlésung auf- 
gehért und der Flascheninhalt kriftig geschiittelt. Diese 
Operation bezweckte die Aufnahme der in Freiheit gesetzten 
Ester in die atherische Lésung. Sobald diese eine gelbbraune 
Farbe annahm, wurde sie abgegossen und erneuert. Das Gefaf, 
eine Pulverflasche, in dem die Infreiheitsetzung der Ester vor- 
genommen wurde, stand in einem Emailletopf, der mit einer 
Kiltemischung beschickt war. Zum Schlusse wurde der ganze 
Flascheninhalt in einen groBen Scheidetrichter iibergefiihrt 
und in diesem das Ausschiitteln mit Ather fortgesetzt. Es 
wurde schlieBlich die alkoholische Lésung vom ausgeschiedenen 
Kochsalz abfiltriert, die Kochsalzmasse griindlich mit Alkohol 
und Ather gewaschen und endlich das vereinigte Filtrat der 
Destillation unter vermindertem Druck unterworfen. Zunichst 
wurde bei Zimmertemperatur der Ather verjagt und dann der 
Alkohol nebst vorhandenen Estern unter allmihligem Ansteigen 
der Wasserbadtemperatur bis 100° in zwei Fraktionen (bis 
60° und 60—100°) iibergetrieben. Zwischen den Aufiange- 
kolben und die Wasserstrahlpumpe waren zwei Waschflaschen 
mit 10°/, iger Schwefelsiure geschaltet. Der Inhalt dieser Flaschen 
wurde gekocht und dann die Schwefelsiure mit Baryt quanti- 
tativ entfernt. Das Filtrat vom Bariumsulfat wurde dann zur 
Trockne verdampft. 

Die erwihnten beiden Fraktionen wurden mit der 20 fachen 
Menge Wasser so lange am RiickfluBkiihler gekocht, bis die 
Reaktion der Fliissigkeit nicht mehr alkalisch war. Hierauf 
wurde zur Trockne verdampft. Die erhaltenen Riickstinde, 
sowohl die aus den Vorlagen gewonnenen — iibrigens gering- 
fiigigen — und die aus den Destillaten der erwihnten beiden 
Fraktionen erhaltenen wurden in bekannter Weise auf Glyko- 
koll, auf d-Alanin, l-Leucin und Prolin verarbeitet. 

Die oben erwihnten ‘therischen Ausziige wurden alle 
vereinigt und der Ather bei Zimmertemperatur unter ver- 
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mindertem Druck abgedampft. Der Ather wurde in einer gut 
gekiihlten Vorlage aufgefangen. Auch hier schalteten wir 
zwischen Wasserstrahlpumpe und Vorlage mit Schwefelsiure 
gefiillte Waschflaschen. Die Verarbeitung der in diesen vor- 
handenen Fliissigkeit erfolgte, wie oben mitgeteilt. Auch hier 
war die Ausbeute an Aminosiuren gering. Bei sehr guter 
Kiihlung der Vorlage gehen somit nur geringe Mengen Ester bei 
der Destillation verloren. Sobald die Hauptmenge des Athers 
abdestilliert war, begann die fraktionierte Destillation der 
Ester. Es wurden im ganzen sechs Fraktionen aufgefangen. 
Kine erste bis zu 60° des Wasserbades, eine zweite von 60 
bis 80° und eine dritte von 80—100° Der Druck betrug 
16mm Hg. Nunmehr wurde bei 0,3 mm Druck weiter destil- 
liert unter Verwendung eines Olbades. Zuniichst wurde bis 
100° des Olbades destilliert, dann von 100—125° und dann 
von 125—180° Es verblieb ein Destillationsriickstand, aus 
dem noch Serinanhydrid gewonnen wurde. Er enthielt auBer- 
dem noch Zersetzungsprodukte. Glutaminsiure lieB sich nicht 
eindeutig feststellen, dagegen war 1-Tyrosin vorhanden. 

Die Verarbeitung der Ester erfolgte in der bekannten von 
Emil Fischer angegebenen Weise. Bei jeder Destillations- 
fraktion wurde, wie folgt, verfahren. Nach erfolgter Verseifung 
der Ester, wobei in besonders sorgfaltiger Weise der Riick- 
fluBkiihler gekihlt wurde, wurde die wiBrige Loésung zur 
Trockne verdampft. Der Riickstand wurde gewogen und der 
Stickstoffgehalt festgestellt. Nunmehr wurde er in so viele 
Teile geteilt als verschiedene Aminosiuren zu erwarten waren, 
nachdem er zuvor mit absolutem Alkohol erschépft worden war. 

Es wurden im ganzen isoliert auf 100 g aschefreies, bei 
120° bis zur Gewichtskonstanz getrocknetes Seidenfibroin be- 
rechnet: 25g d-Alanin, 2,5g l-Leucin, 15g Phenyl- 
alanin, 1,8 g l-Serin und 1,0 g 1-Prolin. Die Bestimmung 
von l-Tyrosin erfolgte in einer besonderen Probe in gewodhn- 
licher Weise. Erhalten wurden 11,0°/, davon. Insgesamt 
sind somit 3,10°/, Diaminosiiuren und 83,3°/, Monaminosauren 
gleich 86,4°/, Bausteinen erhalten worden. 

Es unterliegt wohl kaum einem Zweifel, daB die noch 
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fehlenden Mengen an Bausteinen auf Verluste zuriickzufihren 
sind. Vermutlich wiirde sich bei einem quantitativen Nach- 
weis der einzelnen Bausteine die Menge des Alanins, des 
Serins, des Leucins, des Prolins, des Phenylalanins noch er- 
hdéhen. Mit noch mehreren unbekannten Bausteinen darf man 
kaum rechnen. Vielleicht sind die Monoaminocarbonsiuren in 
ganz geringen Mengen vorhanden. Vielleicht ist auch Valin 
ein Baustein des Seidenfibroins, wenigstens deuten einige Beob- 
achtungen darauf hin. In der Lysinfraktion schien noch ein 
basisches Produkt zu sein, das nicht mit dem gewdéhnlichen 
Lysin identisch ist. 

Im Anschlu8 an diese Untersuchung wurde der stufen- 


weise Abbau von Seidenfibroin unter wechselnden Bedingungen. 


durchgefihrt. Es ist gelungen, ihn so zu leiten, daB ins- 
gesamt 5°/, d-Alanyl-glycinanhydrid gewonnen werden konnten. 
Das isolierte Produkt gab folgende Analysenwerte: 
0,1227 g Substanz gaben 0,2123 g CO, und 0,0687 g H,0. 
5,77 mg Substanz (1,111 cem N, 17°, 742 mm). 
C,H,N,O. (Molgew. 128) Ber. 46,85°/,C 6,29°/,H 21,839°/, N 
Gef. 47,13°/,C 6,229, H 21,399, N 
und zeigte folgende spezifische Drehung: —5,02° Schmelz- 
punkt 240—247° (korr.) . 

AuBerdem konnte in kleineren Ausbeuten Glycyl-l-tyro- 
sinanhydrid isoliert werden. Ferner wurde ein Produkt ge- 
wonnen, das Serin enthielt und ferner bei der vollstindigen 
Hydrolyse d-Alanin und Glykokoll ergab. Es war nicht ein- 
heitlich und bestand vielleicht aus einer Kombination von 
Serin mit Alanin und einer solchen mit Glykokoll. Uns 
interessiert hier hauptsichlich, daB aus dem Molekiil des Seiden- 
fibroins Glykokoll in peptidartiger Bindung mit Alanin in so 
erheblichen Mengen erhalten werden kann. Gelingt es die 
Ausbeute an Dipeptiden noch mehr zu steigern, dann wird 
man aussagen kénnen, wie die einzelnen Bausteine sich folgen. 

Der stufenweise Abbau wurde mit 50 volumprozentiger 
Schwefelsiure bei 37° vorgenommen. Die Einwirkung dauerte 
5) Tage. Immer wieder wurde das Gemisch umgeschiittelt. Von 
gréBter Bedeutung ist, dab die Schwefelsiure unter Vermeidung 
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von héherer Temperatur in méglichst kurzer Zeit quantitativ mit 
Baryt entfernt wird. Wir beniitzten die berechnete Menge von 
ganz reinem Baryt. Er wurde fein gepulvert angewandt und 
unter fortwihrendem energischem Rihren eingetragen. Zuvor 
war die schwefelsaure Lésung mit der 20 fachen Menge Wasser 
unter Kithlung mit einer Kiltemischung verdiinnt worden. Das 
Filtrat vom Bariumsulfat wurde in bekannter Weise unter 
stark vermindertem Druck zur Trockne verdampft. Die Wasser- 
badtemperatur wurde bei 40° gehalten. Der dunkelgelb ge- 
farbte Riickstand wurde in gewohnlicher Weise verestert. Die 
Veresterung wurde unter den gleichen Kautelen durchgefiihrt, 
wie oben bei der totalen Hydrolyse beschrieben ist, d. h. wir 
verwendeten absolut wasserfreien Methylalkohol und dampften 
griindlich ab. Die Veresterung wurde 5 mal durchgefiihrt. 
SchlieBlich wurde der Destillationsriickstand in Methylalkohol 
gelést. Es wurden dann die Ester durch allmahlichen Zusatz 
der berechneten Menge einer 2 °/,igen Natriummethylatlésung 
in Freiheit gesetzt. Es wurde dann auch hier griindlich im 
Scheidetrichter ausgeaithert, vom ausgeschiedenen Kochsalz ab- 
filtriert und schlieBlich das Filtrat von diesem noch bei 17mm Hg 
bei 80° des Wasserbades abdestilliert. Der verbliebene Riick- 
stand wurde in Methylalkohol aufgenommen und die klare, 
gelbe Lésung bei 37° aufbewahrt. Es erfolgte bald Ab- 
scheidung von Krystallen. Es handelte sich um Kochsalz. Dieses 
wurde durch Filtration entfernt. Nach 8 tigigem Stehen hatten 
sich lockere Krystallmassen abgesetzt. Von diesen wurde ab- 
filtriert. Das Filtrat wurde weiter bei 37° aufbewahrt. Alle 
im Laufe von 8 Wochen abgeschiedenen Massen wurden ver- 
einigt und aus heiBem Alkohol umkrystallisiert. Die Aus- 
beuten an Rohprodukt waren bedeutend gréBer als diejenige 
des analysenreinen Produktes. Es unterliegt keinem Zweifel, 
da8 in Wirklichkeit die Kombination d-Alanyl-glycin bzw. 
Glycyl-d-alanin im Seidenfibroin viel haufiger vorhanden ist, 
als der von uns isolierten Menge an reinem Glycyl-d-alanin- 
anhydrid entspricht. Es verblieben in der Mutterlauge leichter 
lisliche Anhydride. Ferner blieben beim Auskochen mit 
Alkohol Anhydride zuriick, die die Millonsche Reaktion gaben. 
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Aus diesem Anteil konnte denn auch Glycyl-1-tyrosinanhydrid 
gewonnen werden. 

Wir haben versucht, die verschiedenen Anhydride durch 
Sublimation zu trennen. Sie hat nur dann guten Erfolg, wenn 
die zu trennenden Produkte ziemlich rein sind und vor allem 
zersetzliche Produkte fehlen. 

Unser weiteres Ziel ist, die einzelnen Bausteine im EKiweiB 
oder in zusammengesetzten Abbaustufen in irgendeiner Form 
zu ,markieren“, Wir haben zunichst, angeregt durch die 
Erfahrungen von Blum und Strauss!) iiber die Jodierung 
von Proteinen unter verschiedenen Bedingungen, Versuche mit 
Kinfiihrung von Jod unternommen. Es hat sich bald heraus- 
gestellt, daB Erfolge auf diesem Wege nur zu erzielen sind, 
wenn man zuerst Erfahrungen an Produkten sammelt, deren 
Zusammensetzung und Struktur man ganz genau kennt. Aus 
diesem Grunde gehen wir so vor, da wir Polypeptide mit 
leicht zu charakterisierenden Bausteinen aufbauen und dann 
in diese Jod und ferner bestimmte Gruppen einzufiihren ver- 
suchen. Von besonderer Bedeutung ist es, an solchen Pro- 
dukten Studien iiber die Méglichkeit einer weiteren Zerlegung 
unter Erhaltenbleiben der eingefiihrten Gruppe durchzufiihren. 
In dieser Richtung sind Arbeiten im Gange. 





' F. Blum u. E. Strauss, Diese Zs. Bd. 112, S.111 (1921); 
E, Strauss u. R. Griitzner, Diese Zs. Bd. 112, S. 167 (1921). 











Uber die Zusammensetzung der Schuppen bei Psoriasis. 


Von 


Emil Abderhalden und Bernhard Zorn. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. 8S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15, Mirz 1922.) 


Trotz aller Bemiihungen ist es bis heute noch nicht gelungen, 
die Ursachen fiir die der Psoriasis eigentiimlichen Erschei- 
nungen aufzukliren. Es spricht sehr vieles dafiir, daB Wechsel- 
beziehungen zwischen der Haut und Organen mit Inkretbildung 
vorliegen. Es dringt sich ohne weiteres bei der Betrachtung 
der Hauterscheinungen bei Psoriasis die Frage auf, ob eine 
Stoffwechselstérung innerhalb bestimmter Zellen der Haut vor- 
liegt, und ob es infolgedessen zur Bildung von nicht normal 
zusammengesetzten verhornten Schichten kommt. Ritselhaft 
bleibt vorlaufig unter allen Umstiinden, daB nur vereinzelte 
Stellen der Haut die eigenartigen Veriinderungen zeigen. Sehr 
erschwert ist die Beantwortung der Fragestellung, ob den bei 
der Psoriasis zur AbstoBung kommenden Schuppen eine 
charakteristische, von der Norm abweichende Zusammensetzung 
zukommt, durch den Umstand, da’ ein entsprechendes Ver- 
gleichsmaterial fehlt. Wir haben uns bemiiht, Schuppen von 
andersartigen Hauterkrankungen, wie Ichthyosis, Lues und 
einen diagnostisch nicht klargestellten Fall einer ausgedehnten 
Abschilferung der Haut heranzuziehen. Leider ist es nicht ge- 
gliickt, ausreichendes Material zu erhalten. Die vergleichende 
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Untersuchung der chemischen Zusammensetzung der bei ver- 
schiedenen Erkrankungen der Haut sich abschilfernden ober- 
flachlichen Schichten der Haut kann natiirlich nur ergeben, 
ob bei den durch verschiedene Ursachen bedingten Haut- 
verinderungen charakteristisch zusammengesetzte Schuppen 
vorhanden sind. Kin Vergleich mit der Zusammensetzung der 
oberflachlichsten Schicht normaler Hautzellen fehlt auch dann 
noch. Wir haben uns bemiiht, verhornte Haut (Schwielen, 
Hihneraugen usw.) zum Vergleich heranzuziehen. Es bleibt 
auch hier ungewiB, ob die erwihnten Produkte in ihrer 
Zusammensetzung den normalen verhornten Hautzellen ent- 
sprechen. 

Bei der Psoriasis sind in schwereren Fallen leicht 
hunderte von Gramm von Hautschuppen zu erhalten. Der 
untersuchte Fall ist ein sehr schwerer. Die Hautschuppen 
wurden in sorgfaltigster Weise unter Ausschaltung einer 6rt- 
lichen Behandlung der Haut gesammelt. Haare, Blut ent- 
haltende und sonstwie verunreinigte Schuppen wurden aus- 
geschlossen. Die Schuppen wurden auf ihren Gehalt an in 
Tetrachlorkohlenstoff léslichen Bestandteilen untersucht. Ferner 
wurde der Wasser- und Aschegehalt bestimmt. Das Haupt- 
augenmerk galt der Feststellung der Zusammensetzung der 
Eiweifsubstanz an einzelnen Aminosiuren. Die Schuppen 
wurden zu diesem Zwecke bei 37° getrocknet und dann pulveri- 
siert. Es wurde so ein gleichmiBig hellgelbgraues Pulver er- 
halten. Es wurde sorgfaltig durchgesehen. Dunklere Teilchen, 
die noch Blutbestandteile enthalten konnten, wurden entfernt. 
Es wurde nunmehr das Pulver in der bekannten Weise durch 
Kochen mit der 5fachen Menge 25°/,iger Schwefelsiure auf- 
gespalten. Im ganzen wurde die Hydrolyse 24 Stunden durch- 
gefiihrt. Von Zeit zu Zeit wurde eine Probe entnommen und 
festgestellt, ob die Lésung Biuretreaktion ergab. Solange 
das der Fall war, wurde weiter gekocht. 

Es seien die wesentlichsten Punkte der ganzen Unter- 
suchung im folgenden angefihrt: Angewandt wurden 120 ¢ 
lufttrockene Schuppen. Sie verloren beim Trocknen bis zur 
Gewichtskonstanz bei 105° 9,31°/, an Gewicht. Bei der 
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Hydrolyse mit 25°/,iger Schwefelsiure verblieb eine unlés- 
liche, schwarze schmierige Masse. Sie wog 16 g und ent- 
hielt 0,52 g Stickstoff. In Liésung gegangen waren 14,91 ¢g 
stickstoffhaltige Substanz. Die Schuppen enthielten selbst 
14,02 °/, Stickstoff. 

Aus dem Schwefelsiurehydrolysat wurde die Schwefel- 
siure in bekannter Weise mit Bariumhydroxyd quantitativ 
ausgefallt. Vom Bariumsulfat wurde abfiltriert. Das Filtrat 
ergab beim Einengen Krystallisation von Tyrosin. An analysen- 
reinem Tyrosin wurden, auf 100 g der wasserfreien Schuppen 
berechnet, 3,25 g erhalten. Die Mutterlauge vom Tyrosin 
wurde unter vermindertem Druck vollstindig zur Trockne ver- 
dampft. Der Riickstand wurde mit der 5 fachen Menge abso- 
luten Alkohols tibergossen und trockenes Salzsiuregas bis zur 
Sittigung eingeleitet. Die dunkel gefarbte Lésung, die die 
salzsauren Ester der Aminosiiuren enthielt, wurde unter ver- 
mindertem Druck bei 40° des Wasserbades zur Trockne ein- 
gedampft und hierauf die Veresterung noch zweimal wieder- 
holt. Die Ester wurden dann aus ihren Chlorhydraten mittels 
Natronlauge und Kaliumcarbonat in Freiheit gesetzt und in 
Ather aufgenommen. In dem zuriickbleibenden, brécklig festes 
Natriumcarbonat und braune Schmieren enthaltenden Riick- 
stand verblieben 7,31 g Stickstoff. Bei einer Wiederholung 
der ganzen Hydrolyse betrug der Stickstoffgehalt des Riick- 
standes 5,82 °/,. 

Die weitere Verarbeitung der Aminosiureester erfolgte in 
der bekannten Weise nach Emil Fischers Vorschrift. Im 
ganzen wurden fiinf Esterfraktionen getrennt aufgefangen. Im 
Destillationsriickstand (13 g) verblieben 1,27 g Stickstoff (abso- 
lute Menge). 

Aus der ersten Esterfraktion, die bei einem Druck von 
15 mm Hg und einer Temperatur des Wasserbades von 70° 
iibergegangen war, wurde die Aminosdure Alanin gewonnen. 
Sie wurde mittels der Analyse und der Bestimmung der spezi- 
fischen Drehung identifiziert. Glykokoll konnte nicht nach- 
gewiesen werden. In der zweiten Esterfraktion (15 mm Hg, 
70—100° des Wasserbades) konnte auBer Alanin und Valin 
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Prolin mnachgewiesen werden. Die dritte Esterfraktion 
(0,5 mm Hg und 100° des Wasserbades) ergab Valin und 
Leucin. Nicht ganz einwandfrei festgestellt werden konnte 
Isoleucin. Ferner wurde in der bekannten Weise mittels 
Athylalkohols Prolin festgestellt. 

Eine vierte und finfte Esterfraktion wurde bei 0,5 mm 
Quecksilberdruck und einer Olbadtemperatur von 100—120° 
und 120—180° gewonnen. Aus beiden Fraktionen wurden 
Phenylalanin und Serin gewonnen und ferner Glutamin- 
siure. Asparaginsaure konnte nur in ganz geringer Menge 
festgestellt werden. Der Destillationsriickstand wurde in der 
iblichen Weise auf Glutaminsaure und Serin verarbeitet. 
Ks gelang Glutaminsaure abzuscheiden. 

Die Hydrolyse der Schuppen wurde wiederholt, und zwar 
wurde sie mittels konzentrierter Salzsiure herbeigefiihrt. Die 
Schuppen wurden mit ihr 8 Stunden am RiickfluBkihler ge- 
kocht und zwar unter Zusatz von Tierkohle. Das Hydrolysat 
wurde filtriert. Das hellgelbe Filtrat diente zuniichst nach 
erfolgter Konzentration zur Abscheidung von Cystin mittels 
Hisessig, nachdem zuvor die Salzsiure mit Natronlauge bis 
zur schwachsauren Reaktion angestumpft war. Das aus- 
geschiedene Cystin wurde aus verdiinntem Ammoniak unter 
Zusatz von Hisessig umgefallt. Zur Identifizierung wurde das 
Cystin mittels Methylalkohols und gasférmiger Salzsiure in 
Cystindimethylesterchlorhydrat verwandelt, Schmelzpunkt 
173°. Die Mutterlauge vom Cystin wurde unter vermindertem 
Druck zur Trockne verdampft. Der Riickstand wurde, wie 
bereits beschrieben, verestert und im iibrigen genau nach 
Emil Fischers Vorschrift verfahren, nur wurden die Ester 
mittels Natriumathylats in Freiheit gesetzt. Die Ausbeute an 
den einzelnen Aminosiuren war etwas gréBer, als bei der 
vorhergehenden Untersuchung. 

Als Ergebnis der Untersuchung der Psoriasisschuppen 
ist folgendes anzufiihren: Die Elementaranalyse der Schuppen 
ergab 54,11°/, C, 7,41°/, H, 16,26°/, N, 0,949, S. Zum 
Vergleich sei das Ergebnis der Elementaranalyse der folgen- 
den Substanzen angefiihrt. 

15* 
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Verhornte <= pinata 


Schwielen) . . . . 49,47°%, 7,19°/, 16,04°/, 1,08°%, — 
Nigel eines Falles von Psori- 

asig. . . 2 . 43,79 7,32 14,15 2,99 2,80 °/, 
Nagel eines Falles von n Oystin 

mie. «. . . 44,87 7,17 15,81 3,08 2,89 


Schuppen eines Falles von 

Psoriasis nach erfolgtem 

Ausziehen mit Methylalko- 

hol und Ather. . . . . 51,84 6,15 14,86 1,21 in 


Beim Ausziehen der Schuppen mit Tetrachlorkohlenstoff 


im Soxlethapparat ergaben 9,2742 g wasserfreie Schuppen 
(Wassergehalt 7,89°/,) 0,6894 ¢ im erw&hnten Extraktions- 
mittel lésliche Substanz. Dieses Produkt enthielt 0,00075 g P. 
In dem im Tetrachlorkohlenstoff unléslichen Riickstand (8,5848 g) 
waren 0,0233 g P enthalten. Der Wassergehalt der Schuppen 
schwankte zwischen 9,5 und 7,45°/,. Der Aschegehalt 
betrug im Durchschnitt 1,185°/, bezogen auf die lufttrockenen 
Schuppen, bzw. 1,30°/, bezogen auf die wasserfreien Schuppen. 
Zum Vergleich sei angefiihrt, daB Haut von der Handfliche 
und der FuBsohle eines Luetikers 9,95 °/, Wasser und 1,16 °/, 
Asche aufwies. Schuppen eines Ichthyosisfalles ergaben 
beim Trocknen bis zur Gewichtskonstanz bei 105° 11,45 °/, 
Wasser und 2,35°/, Asche. Eine Hautschwiele von der Fub- 
sohle ergab 9,30°/, Wasser und 1,12°/, Asche. 

An den nachgewiesenen und identifizierten Aminosiuren 
haben wir folgende Mengen, berechnet auf 100g wasserfreie 
Schuppen, gefunden: 


BRR ees «. « a’ 5 ee 
a a ee 
Ps Ae wee eo kd ed 
Mec... s.canckdae SS 
Pe oa se we wi ee ee 
Glutaminsiure. . .. . . 6,50 
Phenylalanin ...... 2,32 
Tyee 2. sw we tw ws BS 
Pe ea ee ee 


Leider war es uns nicht mdglich, eine Hydrolyse von ver- 
hornten Hautteilen mit nachfolgender Bestimmung der ein- 
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zelnen Bausteine durchzufiihren, dagegen haben wir wenigstens 
festgestellt, daB diese einen héheren Gehalt an Cystin besitzen. 
Die itibrigen Monoaminosiuren konnten wir aus Mangel an 
Material nicht genau bestimmen. Es scheint jedoch, daB die 
Mengenverhialtnisse an einzelnen EKiwei®bausteinen andere sind 
als bei den Psoriasisschuppen. Die vorliegende Unter- 
suchung stellt in der Hauptsache Material fiir weitere ver- 
gleichende Untersuchungen dar. Es diirfte sich wohl lohnen, 
der chemischen Zusammensetzung insbesondere der Eiweib- 
stoffe bei verschiedenen Erkrankungen der Haut nachzugehen. 
Wir haben die Mitteilung der vorliegenden Untersuchung lange 
Zeit zuriickgehalten, weil wir liofften, Gelegenheit zu finden, 
unsere Beobachtungen durch eine entsprechende Untersuchung 
von Hautschuppen anderer Art zu erganzen. Es war uns 
jedoch trotz aller Bemihungen nicht méglich, in geniigender 
Menge entsprechendes Material zu erhalten. 











Neue Verbindungen von Diaminen. 


Von 


Peter Bergell. 





(Der Redaktion zugegangen am 16, Mirz 1922.) 


Auf Grund einiger rein drztlicher Beobachtungen und Er- 
wigungen hatte ich den Wunsch, Verbindungen von Amino- 
siuren und aliphatischen Diaminen kennen zu lernen, die nach 
Art der Polypeptide gebaut sind. 

Baumann und seine Mitarbeiter lehrten uns die Dar- 
stellung der wohlcharakterisierten Dibenzoylverbindungen des 
Penta- und Tetramethylendiamins. Es lag daher an sich die 
Méglichkeit vor, durch Reaktion von e-halogenierten Fettsiure- 
chloriden oder Bromiden mit jenen Diaminen die Vorstufen 
von den einfachsten Typen der gewiinschten Verbindungen zu 
erhalten. Die Synthese dieser ersten Vorstufen soll nach- 
folgend beschrieben werden. 

Es zeigte sich, daB zwar einige dieser Derivate sehr 
schwer rein darzustellen sind, daB aber andere relativ leicht 
krystallisiert erhalten werden. So gelang es, das e-Dibrom- 
propionylpentamethylendiamin, die wahrscheinliche Vorstufe 
eines Di-alanylpentamethylendiamins véllig analysenrein in 
guter Krystallform und leidlicher Ausbeute zu gewinnen. Unter 
weniger giinstigen Umstinden ist auch das e-Dibromisocapronyl- 
pentamethylendiamin, die eventuelle Vorstufe eines Di-lenzyl- 
pentamethylendiamins, erhiltlich. 

Ebenfalls ein medizinisches Interesse, wenn auch anderer 
Art, als es den aliphatischen Diaminen zukommt, gebiihrt den 
ihnen genetisch zugehérigen heterocyclischen Basen, von denen 
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in erster Linie das Piperidin und das Piperazin in Frage 
kommen. 

Verbindungen der Diamine mit anderen stickstoffhaltigen 
basischen Stoffen habe ich nicht in den Kreis meiner Ver- 
suche gezogen, da derartige Verbindungen seit der Entdeckung 
des Agmatins bereits von maBgebender Seite erforscht werden. 

Da naturgeméB anzunehmen war und es sich auch im 
Experiment bestiatigte, daB viele Verbindungen der von mir 
studierten Kérperklasse unangenehme Eigenschaften aufwiesen 
und die Reaktionen unvollstandig verliefen, war es erforderlich, 
Identifizierungsmethoden auszuarbeiten, mit denen man den 
Gang der Synthesen ableuchten konnte. Ich habe daher auf 
die mir wohlbekannte #-Naphthalinsulfochloridmethode zuriick- 
gegrifien. Dies Reagens ist zuerst von Emil Fischer und 
mir zur Darstellung einer groBen Reihe von schénkrystallinen 
Derivaten von Aminoséuren angewandt worden. Fiir den vor- 
liegenden Zweck muBte die Methode umgewandelt werden. 
Denn interessanterweise unterscheidet sich der Verlauf der 
Naphthalinsulfochloridreaktion hier véllig von den seinerzeit 
von Emil Fischer und mir angegebenen Vorgingen. Es 
handelt sich hier nicht darum, die Tragheit des trocknen 
Chlorids auszunutzen. Es reagieren im Gegenteil einzelne 
freie Basen, z. B. Piperidin, iiberraschend schnell. 

Es ist klar, daB die Naphthalinsulfochloridmethode gegen- 
iiber Baumanns Benzoylchloridmethode einen wesentlichen 
Vorteil besitzt, der sich gerade bei den Diaminen besonders 
geltend macht. Durch die Schwefel- plus Stickstoffanalyse 
differenziere ich sofort den angehingten aromatischen Rest 
vom Stammkérper, was Baumann trotz der vorziiglichen 
Eigenschaften einzelner seiner Dibenzoylkérper nicht még- 
lich war. 

Ich habe dargestellt das Di-#-naphthalinsulfopentamethylen- 
diamin, das §-Naphthalinsulfopiperidin und das Di-8-naphthalin- 
sulfopiperazin. Letzteres war in der Patentliteratur bereits 
erwihnt. Zu den Zeiten, als man noch hoffte, daB Piperazin 
die harnsaure Diathese beseitigen werde, hat man der Synthese 
des Piperazins groBes Streben gewidmet. Daher wurde das 
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Athylendiamin mit aromatischen Sulfochloriden hehandelt und 
das Reaktionsprodukt in den Piperazinkérper itberzufihren 
versucht. 


Experimenteller Teil. 
Di-brompropionylpentamethylendiamin, 

Br. CH—CO—NH.CH,. CH, CH,. CH,.CH,.NH—OC. CH. Br 

bu, oy, 
C,,H 9 O,N,Br, Molgew.. 372. 

In einem Vorversuch wurden 2,5 g Pentamethylendiamin- 
chlorhydrat in 20 ccm kaltem Wasser gelést, mit Kalilauge 
die Salzsiure abgesittigt und darauf in kleinen Portionen 
unter Kihlen und stetem Schiitteln Normalkalilauge und 
«-Brompropionylbromid zugefiigt. Die Reaktion wird so ge- 
leitet, daB nach Umsetzen des Bromids die Fliissigkeit stets 
alkalisch ist. Angewandt wurden 7,5 g e-Brompropionylbromid. 
Es scheidet sich bald ein weiBer, teils flockiger, teils kérniger 
Niederschlag ab. Bei neuem Zufiigen von Bromid wird er 
wieder élig, aber beim Schiitteln und Kihlen wieder fest. Nach 
Beendigung der Reaktion wird abgesaugt, mit kaltem Wasser 
gewaschen und sofort aus 30 ccm 70°/,igem Alkohol um- 
krystallisiert. Nach 12stiindigem Stehen kein Niederschlag, 
auf Zusatz von wenig Wasser beginnt Krystallisation. Aus 
Wasser oder sehr verdiinntem Alkohol kommt die Substanz 
als wolligflockiger Niederschlag heraus, der unter dem Mikro- 
skop als feine Rosetten erscheint. Nach dem Umkrystalli- 
sieren aus 70°/,igem Alkohol wird die Substanz sichtlich 
schwerer léslich. Sie laBt sich aus der etwa 10fachen Menge 
Alkohol unter Zuhilfenahme von Tierkohle gut umkrystallisieren 
und scheidet sich in mehrere Millimeter langen strahligen, zu 
Kugeln gelagerten Krystallen ab, die die ganze Flissigkeit als 
fester Brei erfillen. Nach 18 Stunden wird abgesaugt und 
mit Wasser gewaschen. Im Filtrat auf Wasserzusatz nur 
Tribung. Ausbeute an reinem Produkt 1,1 g. Die neue Ver- 
bindung ist leicht léslich in heiBem, schwer léslich in kaltem 
Alkohol, relativ leicht léslich auch in verdiinntem heiBen 
Alkohol. In Wasser ist sie auch in der Hitze schwer léslich, 
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von Ather wird sie etwas aufgenommen. Im Capillarréhrchen 
schmilzt sie ziemlich scharf bei 135—136° (unkorr.) zu einem 
hellen Ol. Sie ist krystallwasserfrei. Zur Analyse wurde sie 
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im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet. 
0,1533 g Substanz gaben 9,8 cem N (19°; 752 mm) 33°/, KOH. >, 
0,1642¢ ~~, »  0,2148 g CO, und 0,0811 g H,0. ae 
0,1833 g ™ »  0,1845 g BrAg nach Carius. ‘a 
Gef.: 35,59°/, C,  5,49°/, H,  42,88°/, Br, 7,30°%, N. i) 
Ber.: 35,48 5,37 43,01 7,53 


Bei einem weiteren Versuche wurden aus 5g freiem 
Pentamethylendiamin, 18g Brompropionylbromid und 2'/, Mol. 
Alkali an reinem Produkt etwa 4,5 g gewonnen. 


Di-bromisocapronylpentamethylendiamin, 


Br. CH—CO—NH.CH,.CH,CH,.CH, .CH,—NH—OC .CH.Br 
| 


CH, cH, 
| | 
CH CH 
aaa Pad 
CH, 04, CH, 0H, 


C,,H,,0,N,Br, Molgew. 456. 
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Der erste Versuch der Darstellung dieses K6rpers ver- 
lief unter ungiinstigen Verhaltnissen. Es zeigte sich, daB das 
kaiufliche ¢-Bromisocapronylbromid im Gegensatz zu friiheren 4 | 
Praparaten unrein war. Der Alkaliverbrauch iiberstieg wesent- iW 


lich die theoretische Menge. Es wurde beim Verarbeiten von 
1,5 g salzsaurem Pentamethylendiamin, 5 g Bromisocapronyl- 
bromid mit der nétigen Menge Lauge ein unlésliches Ol er- 
halten, das isoliert und gewaschen wurde. Nach dem Lésen 
in viel heiBem Alkohol unter Verwendung von Tierkohle fallt 
ein helleres Ol, das nach einigen Tagen sich teilweise zur 
Krystallisation bringen liBt. Unter langerem Schiitteln schreitet 
die Krystallisation fort und wird der Niederschiag fest. Reiben 
befordert die Krystallisation weniger als Schiitteln und tritt 


ope etnies 
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bei Verminderung der Alkoholmenge keine Krystallisation ein. 4 
Der Niederschlag wird abgesaugt. Er besteht aus mikro- ot 
skopischen spitzen Blattchen. Nach nochmaligem Umkrystalli- oa 

a 


sieren aus 70°/,igem Alkohol betrug die Menge der am anderen 
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Tage ausgeschiedenen Krystalle 0,21 g vom Schmelzpunkt 127 
bis 128° (unkorr.). Das Filtrat wird mit Wasser gefallt und 
nach zwei Tagen abgesaugt. Die erhaltenen Krystalle schmelzen 
schon ab 104° und wurden daher vernachlissigt. Das erste 
Produkt diente, im Exsiccator getrocknet, zur Analyse. 


0,1418 g Substanz gaben nach Carius 0,1169 AgBr. 
Ber. 35,09 °/, Br Gef. 35,01 °/, Br 


Di-f-naphthalinsulfopentamethylendiamin. 
C,,H,SO,—NH.CH,.CH,.CH,.CH,.CH,.NH.0,SH,¢,, 
C,;H,,0,N,8,  Molgew. 480. 

0,9g salz. Pentamethylendiamin wird in 20ccm Wasser 
gelést und mit 4g f-Naphthalinsulfochlorid in 20ccm Ather 
versetzt. Darauf werden in Portionen 10ccm 33 °/,ige KOH 
unter Schiitteln zugefiigt. Schon nach 10 Minuten erfiillt ein 
weiBer Niederschlag die Fliissigkeit breiartig, Beim Absetzen 
erfiillt er die Atherschicht. Es wird noch 10 Minuten geschiittelt, 
abgesogen, mit kaltem Wasser gewaschen. Der weife Nieder- 
schlag wird sofort nach einer Vorprobe in etwa 70ccm 
85 °/,igem Alkohol in der Siedehitze gelést und filtriert. Aus 
dem Filtrat krystallisiert schnell die Verbindung in mehrere 
Millimeter groBen glitzernden Blittern aus, die die ganze 
Fliissigkeit wie ein festes Geriist erfiillen. Nach 20 Stunden 
wird abgesogen. Es wird etwa 12 ¢ trockne Substanz erhalten. 
Im Capillarréhrchen erhitzt, schmilzt sie ziemlich scharf bei 
147—149° (unkorr.) 


0,1951 g Substanz gaben 0,1745 g BaSO, nach Carius. 


0,1573 g ss » 8,25 eem N (18°; 764 mm). 
Ber. 5,81 °/, N 13,27 °/, S. 
Gef. 6,09 12,28 


Es liegt jedenfalls Dinaphthalinsulfopentamethylendiamin 
vor, dem noch etwas Mononaphthalinsulfopentamethylendiamin 
beigemischt ist. 


6-Naphthalinsulfopiperidin, 
J a | 
\CH,—CH,7% 
C,,H,,0,NS Molgew. 275. 


C, oH,SO,—N 
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Etwa 1g Piperidin wird in 20ccm Wasser gelést und 
mit 3g Naphthalinsulfochlorid in Ather geschiittelt. Nach 
wenigen Minuten scheidet sich ein reichlicher, weiBer, seidig 
glinzender Niederschlag ab, der sofort abgesogen wird. Er 
ist in Alkohol leicht und auch in Ather ziemlich léslich. Er 
wird aus der mehrfachen Menge 80 °/,igem Alkohol umkrystalli- 
siert = 0,8 g. Im Capillarréhrchen erhitzt, schmilzt der Kérper 
ziemlich scharf bei 133—134° (unkorr.). 

Das Filtrat vom ersten Niederschlag wird mit noch 1g 
Chlorid in wenig Ather versetzt, 3 ccm 33 °/,ige KOH hinzu- 
gefiigt und geschiittelt. Nach einigen Minuten neuer Nieder- 
schlag, der jedoch nur !/, bis ?/, der ersten betrigt. Zweifellos 
verliuft die Reaktion zwischen iiberschiissiger freier Base und 
Chlorid am giinstigsten. 

Zur Analyse wurde die erste Fraktion von 0,8 g im Ex- 
siccator iiber Kalk getrocknet. Sie ist krystallwasserfrei. 


0,1508 g Substanz gaben 6,7ccm N (18°; 751 mm). 


0,1957 g - »  0,1653 BaSO, nach Carius. 
Ber. 5,09 %/, N 11,63 °/, S. 
Gef. 5,07 11,59 


Dinaphthalinsulfopiperazin, 


OH, CBy 
C,oH;SO,—NC DN—0,8H, Cio 
CH,.CH, 


C,H,0,N,8, 


0,5 g Piperazin werden in 30ccm Wasser gelést und mit 
1,5 g 8-Naphthalinsulfochlorid in 20 ccm Ather iibergossen. Es 
werden in Portionen 5ccm 10°/,ige NaOH unter stetem 
Schiitteln zugefiigt. Es scheidet sich schnell eine schwer lés- 
liche Verbindung aus. Die Reaktion scheint in 15 Minuten 
beendet zu sein. Bei diesem ersten Versuch wurden etwa 0,6 g 
Ausbeute erhalten. Es wurde schnell abgesogen, mit Wasser, 
Alkohol und Ather gut gewaschen. Die neue Verbindung ist 
unter dem Mikroskop nur undeutlich krystallin und in allen 
gebriuchlichen Lésungsmitteln in der Kialte und Warme 
schwer léslich, auch in verdiinnter HCl und NaOH. 
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Zur Analyse wird die nur gut gewaschene Substanz im 
Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknet. 


0,1515 g Substanz gaben 8,2 ecm N (17°; 765 mm). 


Ber. 6,01 °/, N Gef. 6,32 °/, N 
0,1716 g Substanz gaben 0,1636 BaSQ,. 
Ber. 13,73 °/, S Gef. 13,07°/, S 


Der K6rper enthalt etwas zu wenig Schwefel und ent- 
sprechend etwas zu viel Stickstoff, was jedenfalls auf Bei- 
mischung des monoacylierten Derivates zuriickzufiihren ist. 

Piperidin reagiert glatt mit Bromisocapronylbromid. Das 
entstehende Bromcapronylpiperidin ist eine Fliissigkeit. Da- 
gegen ist das Dibrompropionylpiperazin krystallin. Die Ver- 
bindungen werden spater beschrieben. 
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Untersuchungen iiber die Gallensduren. 
XII. Mitteilung. 


Zur Kenntnis der Ciloidansaure. 


Von 


Heinrich Wieland und Otto Sehlichting. 





Aus dem chemischen Laboratorium der Universitat Freiburg i. B.) 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Mirz 1922.) 


Die nahere Untersuchung der Biloidansaure, iiber die 
wir in der vorangehenden Mitteilung') berichtet haben, hat uns 
auch mit der Frage nach der Konstitution der Ciliansaiure 
in Beriihrung gebracht. Wir haben aus unseren Ergebnissen 
den Schlu8B gezogen, daB die dritte OH-Gruppe der Cholsaure 
im Ring III am Kohlenstoffatom 12 steht. 

Daraus ergab sich fiir die Biliansiure der nachstehende 
Ausdruck: 


CO HOOC 
ZI, hi 
— 11CH—C,,H,,-COOH HOOC CH-C,,H,,-COOH 
HC i0CH, HC ba, 
HOOG: Cs—-sCH, C—OH, 
| | 
HOOC: s6H 760 Hoo CH COOH 
4 6 
a, XG, CH, COOH 
Biliansiure C,,H,,0, Biloidansiure C,,H,,0,9. 


Aus der Biliansiure geht namlich die Biloidansiure C,,H,,0,, 
mit ziemlicher Wahrscheinlichkeit dadurch hervor, da8 von 
der Salpetersiure die beiden Ringe II und III zwischen C, 





1) Diese Zs. Bd, 119, S. 76 (1922). 
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und C,, sowie zwischen C,, und C,, in der iiblichen Weise 
unter Bildung je zweier Carboxylgruppen gedfinet werden. Die 
Carboxylgruppe aus C,, fallt als CO, ab, da sie einem Malon- 
siurekomplex angehért. Daraus ergibt sich die obenstehende 
Formel der Biloidansiure. 

Durch Permanganat wird die Bilianséure in ganz anderer 
Weise verindert. Hierbei entsteht, wie Lassar-Cohn!) im 
Miinchener Laboratorium im Jahre 1899 gefunden hat, die 
sogenannte Ciliansiure. Ihr hat zuerst ihr Entdecker. dann 
Pregl?) eine unrichtige Zusammensetzung zugeschrieben, bis 
M. Schenck’) in einer sorgfiltigen Arbeit ihre richtige Forme] 
zu O,,H,,0,, festgelegt hat. Schenck halt die Ciliansiure 
fir eine Diketotetracarbonsiure und nimmt neuerdings‘) mit 
Recht an, daB sie aus der Bilianséiure dadurch entstanden sei, 
daB eine ringférmig gebundene Carbonylgruppe sich gegen ein 
tertiires C-Atom hin unter Bildung von Carboxyl und neuem 
Carbonyl oxydativ gedéffnet habe. Wenn wir unsere Bilian- 
siureformel auf eine solche Reaktionsméglichkeit hin priifen, 
so kann es nur die Ketongruppe in der Stellung C,, sein, die 
ihr zuginglich ist. Wir haben auch angenommen, daB die 
Oxydation durch Permanganat den recht widerstandsfihigen 
Ring II verschont, dagegen Ring III nach der Forderung des 
Reaktionsverlaufs zwischen C,, und C,, aufbricht. So sind 
wir zu der nachstehenden Konstitutionsformel fiir die Cilian- 
siure gekommen. 

COOH 


Ya 
H,C lia -COOH 
ne du, 
HOOC C = 
| wu 
HOOC CH CO 
Fie. al 
CH, CH, 








1) Chem. Ber. Bd. 32, S. 686 (1899). 
2) Diese Zs. Bd. 65, S. 168 (1910). 
3) Diese Zs. Bd. 87, S. 59 (1918). 

4) Diese Zs. Bd. 107, S. 155 (1919). 
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Mehrfache Bemiihungen um den weiteren Abbau der 
Saure von seiten Lassar-Cohns, Pregls und Schencks 
sind erfolglos geblieben. Die Ciliansiure ist in den Ruf der 
Unangreifbarkeit gekommen, die, namentlich gegeniiber Salpeter- 
siure, von Schenck in seiner vorletzten Abhandlung?) nach- 
driicklich betont wird. Nachdem wir mittlerweile gefunden 
hatten, daB Biliansiiure schon durch verdiinnte Salpetersdiure 
D. 1,32 innerhalb einer Stunde zu Biloidansiure oxydiert 
werden kann, da also der auch in der Ciliansiure noch an- 
genommene Ring II so leicht aufgespalten wird, hielten wir 
es mit unseren Ableitungen nicht fiir vereinbar, da8 die 
Ciliansiure dem weiteren Abbau durch das gleiche Oxy- 
dationsmittel véllig unzuginglich sein sollte. DaB die Be- 
stindigkeit von Ring II in bedeutendem MaSe von der 
Natur der Nachbargruppen abhingig ist, war zwar schon 
mehrfach festgestellt, so z. B. bei der Aufspaltung der Keto- 
cholansiure von Wieland und Boersch?) 


CH, 
, ia 
HC CH-C,,H,,- COOH 
HC CH, 
H.C C——CH, 


| | | 
H.C CH CO 


“Ut, GH, 


die aber durch langdauernde Einwirkung von konz. Salpeter- 
sdure schlieBlich doch bezwungen wurde. 

So wurde denn die Ciliansiure der Oxydation mit Salpeter 
siure (D. 1,4) unterworfen mit dem Erfolg, daB sie im Gegen- 
satz zu den Beobachtungen der friiheren Bearbeiter verhiltnis- 
maBig leicht angegriffen wird. Es wurde, der Erwartung 
gemi8B unter Offaung von Ring II und unter Bildung zweier 
neuer Carboxylgruppen eine prachtvoll krystallisierende Mono- 


ketohexacarbonsiure C,,H,,0,, erhalten, der wir die naheliegende 





) Diese Zs. Bd. 110, S. 168 (1920). 
2) Diese Zs. Bd. 110, S. 141 (1920). 
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Bezeichnung Ciloidansiure geben. Der Verlauf der Reaktion 


driickt sich in der Gleichung aus 


2K 30 K 
— C.,H5,0,, tliat C44H 40,3. 


In der Ciloidansiure ist also nur noch ein Ring enthalten 
und zwar der bisher noch unerforschte Ring IV. Aus den 
vorhandenen Zusammenhingen ergibt sich fiir die neue Siure 
eindeutig die nachstehende Konstitution 

HOOC 


- 
BG CO-C,,H,,: COOH 
| 
CH CH, 
ie pt 
HOOC ee 
| 
HOOC CH COOH 
a i 
GH, COOH 
Ciloidansiure C,,H;,0,;. 
Mit der Ciloidansiure haben wir nach der Solanellsaiure 
C,,H,,0,, und der Biloidansiure C,,H,,0,, die dritte Siure 
der Gruppe in der Hand, die nur mehr einen und zwar den 
vierten Ring des Grundmolekiils enthalt. Ihr weiterer Abbau 
ist im Gange. 


Darstellung der Ciloidansaure. 


5 g reiner Ciliansiure werden in einem kleinen Erlenmeyer- 
kolben mit 30 ccm Salpetersiure (D. 1,4) iibergossen, worin sich 
die Siure schon in der Kilte lést. Durch Erhitzen auf dem sieden- 
den Wasserbad wird die Oxydation in Gang gebracht, die 
unter dauernder Entwicklung von nitrosen Gasen sehr ge- 
maBigt verlauft. Nach 10stiindiger Erwirmung lat man er- 
kalten. Nach mehrstiindigem Stehen ist der Inhalt des Kolbens 
gewohnlich zu einem Krystallbrei erstarrt, der abgesaugt und 
mit konz. Salpetersiure gewaschen wird. Ausbeute 2,5 g 
Ciloidansiure. Durch Einengen der Mutterlaugen im Vakuum- 
exsiccator iiber konz. Schwefelsiure und Atzkali werden 
weitere 0,4—0,6 g gewonnen, so daB man im Ganzen 60°/, 
der eingesetzten Ciliansiure an Ciloidansaéure erhalten kann. 
Die neue Saure ist in Wasser leicht léslich, schon die fiinf- 





PUTTS SACRE EA RRR 











TEL BSE nest arctanian mes neee renter 


NTA, na ae RRR tease 


AREER Ramet erm 


Wea E aA dae side ie 





Zur Kenntnis der Ciloidansiiure. 231 


fache Menge heiSen Wassers geniigt zur Umkrystallisation. 
Sie erscheint langsam in groBen glasglinzenden Prismen, die 
meist zentrisch zusammengelagert sind. Keine der bekannten 
Abbausiuren kommt der Ciloidansiure an Schénheit gleich. 
Beim Trocknen im Vakuumexsiccator werden die glinzenden 
Krystalle unter Verlust von Hydratwasser triib. Zur Analyse 
wurde im Hochvakuum 4 Stunden lang bei 120° bis zur Kon- 
stanz getrocknet. Der Schmelzpunkt der Siure liegt fiir das 
Hydrat wie fiir das getrocknete Priiparat bei 248° Das 
Schmelzen ist mit jihem Aufschiumen (innere Anhydridbildung) 
verbunden. Zu der Analyse wurde Bleichromat verwendet. 
0,1334 g Substanz gaben 0,2656 g CO, und 0,0792 g H,0O. 


0,1570 g Z »  0,8154g CO, ,, 0,0956 g H,O. 
0,1886¢ ,, , 0,3641¢ CO, ,, 0,1062 g H,O. 
0,1462 g ,» 0,2921g¢ CO, ., 0,0870 g H,O. 
5,525 mg ‘i » 10,972 mg CO, ,, 3,357 mg H,O. 
C4. Ber. C 54,34 °/, H 6,48 °/, 


Gef. C 54,32 54,73 54,10 54,49 54,229). 
H 6,64 681 6,47 6,66 6,79%,. 
Ks sind Priaparate von verschiedener Darstellung analy- 
siert worden. 
Titration: a) des Hydrats, 
b) der getrockneten Saure. 


a) 0,1237 g Substanz verbrauchten 13,4 ccm n/10-NaOH. 
b) 0,1769 g ra me 19,8 ccm 


Aquivalent: Ber. a) 91, b) 88 Gef. a) 92, b) 89. 
Spezifische Drehung: 1°/, alkoholische Lésung 


[a}i* = + 34,55. 


Die Loslichkeit der Ciloidansiure in Ather, Benzol u. dgl. 
ist minimal, in Wasser ist sie groB. Eine kalt gesattigte 
wiBrige Lésung enthilt 4°/, an Siéure. Charakteristisch ist 
die Eigenschaft des neutralen Bariumsalzes, in der Kilte leicht, 
in der Siedehitze schwer in Wasser léslich zu sein. Hierin 
gleicht die Ciloidansiure der Biloidansiure. Nur ist die Er- 
scheinung, daB beim Kochen der Liésung das Bariumsalz zur 
Ausscheidung kommt, bei der Ciloidanséure in weit gréBerer 
Verdiinnung noch festzustellen als dort. 








Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX, 16 
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Untersuchungen tiber die Gallensduren. 


XIII. Mitteilung. 


Der Abbau der Isodesoxybiliansaure. Ein Beitrag zur 
Ortsbestimmung. 
Von 
Heinrich Wieland und Franz Adickes. 


(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Freiburg i. Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. Marz 1922, 


Die Isodesoxybiliansaure entsteht neben der Desoxybilian- 
siure bei der gemafBigten Oxydation der Desoxycholsiure, sei 
es mit Permanganat, sei es mit Salpetersiure. Es ist die 
Auffassung vertreten worden,') daB die beiden isomeren Siuren 
C,,H,,0, Produkte der oxydativen Aufspaltung von Ring I 
seien, strukturell dadurch voneinander unterschieden, daB die 
Oxydation auf beiden Seiten der Carbonylgruppe eingegriffen hat. 

Dieses driickt sich in nachstehenden Formeln aus: 





| | | | 
CH CH CH CH, 
OHOC C——,CH, H,C C——CH, 
; | II | | |] ; 
OHOC CHs 7CO OHOC id CO 
aaa aia ie 
CH, GH, HOOc 83>: UH, 
Desoxy biliansiiure Iso-Desoxy biliansiiure 


Bei der Destillation im Hochvakuum erhialt man aus den 
beiden Siuren in glatter Reaktion zwei verschiedene, scl.én 


1) Diese Zs. Bd. 108, 8. 314 (1919). 
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krystallisierte Brenzsiuren, isomere Diketomonocarbonsiuren 





| 
CH CH, CH CH, 
Fin cal 
OC C——CH, H.C C—,CH, 
| | | | | | 
H,C——-CH CO OC——CH ,CO 
al Nb 7 
CH, CH, 
Brenz-desoxy biliansiiure Brenz-isodesoxybiliansiure 


Wahrend nun Desoxybiliansiiure durch weitere Oxydation 
mit Salpetersiure in durchsichtiger Weise auch den zweiten 


Ring aufsprengen laBt — es entsteht dabei die 5 basische 
Yholoidansiure') C,,H,,0,, —, hat die isomere Siure sich 


bisher nicht glatt weiter oxydieren lassen. Auch sie halt zwar 
dem Angriff nicht stand, verliert vielmehr unter den iblichen 
Oxydationsbedingungen mehr als ein Atom Kohlenstoff als 
CO,, wihrend aus Desoxybiliansaure fast gar keine Kohlensiure 
frei gemacht wird. 

Die geringen Mengen krystallisierten Oxydationsproduktes 
haben aber die Verfolgung des direkten Abbaues der nicht 
leicht zuginglichen Isosiiure nicht erlaubt. 

Und doch war aus der weiteren Untersuchung der Iso- 
desoxybiliansiure Nutzen und Gewinn zu erwarten. Der Standort 
des Sauerstoffis im Ring II steht noch nicht sicher fest. Es 
sprechen nicht unerhebliche Momente, die sich zum Teil aus 
der Untersuchung des Cholesterins ableiten, fiir C, als Haft- 
stelle des Sauerstoffs. Dadurch wiirde auch erklirt, warum 
die Offnung von Ring II nur an einer Stelle erfolgt, namlich 
zwischen C, und C,, wahrend die bisher bevorzugte Formel 
zwei Moglichkeiten zulaBt, zwischen C, und C, wie auch zwischen 
C, und ©,. Eine Isocholoidansiure ist aber bisher nicht ge- 
funden worden. Gegen die Haftung des Sauerstofis in C, 
spricht bei Aufrechterhaltung der finfgliederigen Struktur von 
Ring II die Tatsache, daB dann die Solanellsiure eine Malon- 
saure sein miiBte, was nicht zutrifft. 





1 (Diese Zs. Bd. 108 S. 806 (1919). 
16* 
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HOOC—CH, 
OH. C,,H,.- COOH 
HOOC on, 
x—coox 


du. COOH 


Pt 
HOOC—CH, WH, 
Solanellsiiure C,,H,,0,. 


Ring II als Sechsring aufgefaBt, wie wir dies durch die 
gestrichelte Bindungslinie andeuten, kann den Sauerstoff auch 
nicht in C, tragen. Dagegen spricht die in der vorhergehenden 
Abhandlung entwickelte Struktur der Ciliansiiure und der 
Ciloidansiure, die in diesem Fall 1—3 Diketon und f-Keto- 
carbonsiure sein miBten. AuBerdem auch der Umstand, dab 
es bisher nie gegliickt ist, eine der zahlreichen Siuren, die 
im Ring II die angestammte Ketogruppe tragen, so aufzuspalten, 
daB Carboxyl und neue Ketogruppe entstehen. 


CH CO 
es ad 

CG COOH _s C 

| II | | 
Cc CH, C COOH 
Pa id 


CH, a 


Die Ortsbestimmung hatte also zwischen C, und (C, als 
Haftstelle fiir die Hydroxylgruppe des zweiten Rings in der 
Desoxycholsiure und damit auch in der Cholsiiure zu ent- 
scheiden. Wenn man fiir die Isodesoxybiliansiure die Auf- 
spaltung von Ring I im oben formulierten Sinn annimmt, so 
wird schon dadurch die CO-Gruppe in 6 unwahrscheinlich. 
Die Isodesoxybiliansiure verhalt sich in keiner Weise wie eine 
8-Ketosiure. 


| a: | | 
cH os, CH CH, 
ae ‘ai ei H.C “on, 
| | Pig 
OC CH CH, HOOC CH CH, 


a See 
UH, CO HOO CO 
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Der Abbau, den wir nicht mit der Isodesoxybiliansiure 
selbst, sondern in recht glatter Weise mit ihrer Brenzsiure 
durchgefiihrt haben, verbietet dem Sauerstoff entscheidend an 
C, zu haften. 

Brenzisodesoxybiliansaure C,,H,,0, wird durch Perman- 
ganat ziemlich leicht, ohne daB Kohlensiure dabei entstiinde, 
in eine Ketotricarbonsaure C,,H,,0, umgewandelt, die mit der 
offenen Brenzcholoidansaure !)(Formel I) isomer ist. Da Ring II 
unter gleichen Bedingungen in allen Fallen der Oxydation 
widersteht, kann man mit groBer Wahrscheinlichkeit annehmen, 
daB der durch die Brenzreaktion zum Fiinfring verengte Ring I 
in der neuen Siure aufgegangen ist. Wir geben ihr die 
Formel I 





I II 
| | | | 
= CH, P. CH, 
HOOG C—O, oC c——6¢n, 
| | | | | : 
a alll COOH 
HOOC CH, COOH 
Neue Ketotricarbonsiure Offene Brenzcholoidansiaure 


die wir damit begriinden, daB die Saure auch bei lingerem 
Erhitzen auf 290—300° kein CO,, sondern unter Anhydrid- 
bildung lediglich Wassser abspaltet. In diesem Falle greift 
Permanganat anders als dies sonst die Regel ist, zwischen 
Methylen und Carbonyl, nicht zwischen tertiarem Kohlenstoff- 
atom und Carbonyl an. Diese Ausnahme ist zweifellos auf 
die im Ring II sitzende Ketongruppe zuriickzufiihren. Durch 
Salpetersiure D 1,4 kénnen wir jetzt, genau so wie bei der Des- 
oxybiliansiure selbst, auch Ring II 6ffnen. Wir erhalten eine 
Sbasische Siure C,,H,,0,,, die um CH, farmer ist als die 
Choloidansiure, und die wir deshalb als Norcholoidan- 
sdure bezeichnen. Wie die Choloidansiure leicht aus Des- 
oxycholsiure iiber ihre Dehydrosiiure durch Oxydation zu er- 
halten ist, so kénnen wir auch in einer Operation die beiden 
Ringe der Brenzisodesoxybiliansiure mit Salpetersiure zur 


1) Diese Zs. Bd. 108, S. 311, 327 (1919). 








Ween ft ete tee 





Seer Tocga =e 
ee trot IR El 


ipemts in a 


Sy ate Sy" Peeamaeelanated Backer 


~uigtiecsot 
sone 


ea tn Ae et apne —~ 
a srt iaer Gertie aaa ae 


P Pe te ne a MT 9 ee Mere ay Oo 
iifioss aerentnltilge Comal Reged 











236 Heinrich Wieland und Franz Adickes, 


Norcholoidansaure éffnen. Fiir die Norcholoidansiure ist nun 
die Formel A 


| | 
CH OH, 


OT it 
HOOC C—dGH, 
| | 
CH COOH 
ls 
HOOC COOH 
| | - | 
CH CH, CH CH 
Poti, OO oh Pi ae 
HOOC C-——COOH oo HOOC CH COOH 


| | 
Be COOH CH COOH 
sa Pte it 
HOOC CH, HOOC CH, é 
(B) Pe 
Norcholoidansiiure C,,H,,0,, ' 


auszuschlieBen, da die Saiure ganz anders als eine Malonsiure, nur | 
widerwillig undlangsam CO, abspaltet. Wirwerden hier unabweis- i 
lich zu der isomeren Formel B gefiihrt, die die Ketogruppe der 
Desoxybiliansiure auf Stellung7 oder 8 beschriinkt. DieStellung 7, 
die wir auch bisher angenommen hatten, halten wir damit fiir 
bewiesen, nachdem wir auf Grund der oben vorgebrachten 
Uberlegungen C, ausgeschlossen haben. 

Bei der Bildung der Norcholoidansiure erfolgt die Offnung 
von Ring If nicht an derselben Stelle, wie bei der Bildung der 
Choloidansiure. Hier setzt d r Bruch zwischen ©, und C., 
dort zwischen C, und C, ein. 





PAS ile oy in. 
i a ee 


| | | | 
CH CH, CH CH, 








Ketotricarbonsiiure C,,H,,O, Norcholoidans:iure 


ati tas ge ee 
HOOC C— CH, ott HOOC C——CH, 
| | | | 
CH 7:CO CH COOH 
ie ae ii 
HOOC—CH, CH, HOOC—CH, COOH 
Desoxybiliansiure Choloidansiiure 
| | | | j 
CH OH, JH Ps, a 
HOOH C CH, — HOOC C——_COOH C 
CH CO GH COOH ‘| 
HOOC CH, HOOC CH, ; 
E 
; 
| 
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Anscheinend liegen hier iihnliche Einfliisse vor, wie wir 
sie oben fiir den nicht normalen Angriff des Permanganats 
heranzuziehen versucht haben. In beiden Fallen wiirde bei 
anderer Reaktionsweise ein labiles Oxydationsprodukt, dort 
ein 1—3 Diketon, hier eine Malonsiure entstehen, und viel- 
leicht ergibt sich aus diesen vereinzelten Beobachtungen durch 
weitere Feststellungen analoger Art die Regel, daB Systeme 
der Form 

HC—Co—cH—ci—co— 
den Angriff von Oxydationsmitteln lieber an C, als an C, auf- 
nehmen. | 

Wiihrend die Choloidanséiure bei der thermischen Zer- 
setzung ganz glatt unter Abspaltung von CO, und 2 H,0 in ihre 
Brenzsiiure iibergefiihrt werden konnte 


| | | | 
CH CH, CH CH, 
HOOC C——CH, 7 oC at CH, 
| | | | | 
CH COOH H,C——CH CO 
sm, >0 
HOOC COOH GO 


| Brenzcholoidansiiure 

HOOC CH 

Be al 

CH, 

hat sich die Norcholoidansiure dieser Reaktion gegeniiber 
widerspenstig gezeigt. Sie verliert zwar bei 280—290° ziem- 
lich genau ein Mol. CO, und ein Mol H,O. Es ist aber trotz 
eines erheblichen Aufgebots an dem wertvollen Material nicht 
gelungen, die Brenzsiure in reiner krystallisierter Form zu 
erhalten. Der Dimethylester der Siure, den wir in die Brenz- 
reaktion einsetzten, hat sich in der Hauptsache unzersetzt 
destillieren lassen und ist dabei lediglich in ein [someres von 
anderer Konfiguration umgelagert worden. 


Oxydation der Brenz-isodesoxybiliansaure mit Permanganat. 
Saure C,.H.,0.. 
10 g der reinen Brenzsiure werden, in 50 ccm n-Natron- 
lauge gelést, unter Umschiitteln und Kiihlung nach und nach 
mit 250 ccm kalt gesiittigter Permanganatlisung versetzt. Nach 


Se tte & eer oe ORR WS ev 


a 





a3 ors 


oy 
rare ee byt 
nee ieee Y - 


ee ee 


Cana 


A Ag SNe Pa i ” 
Ce eee er a Te eer 


ee nme 





238 Heinrich Wieland und Franz Adickes, 


dreitagigem Stehen bei Zimmertemperatur wird die Liésung 
mit wenigen ccm Bisulfitlésung eben entfarbt, dann saugt man 
vom Braunstein ab, den man mit heibem Wasser auswischt. 
Das gesamte Filtrat wird zum Sieden erhitzt und mit ver- 
diinnter Salzséure bis zur Reaktion auf Kongopapier angesiuert. 
Die neue Saure fallt schon in der Hitze zum grdéften Teil 
krystallinisch aus, der Rest beim Erkalten. Der abgesaugte, 
gewaschene und getrocknete Niederschlag (70—80°/, der ein- 
gesetzten Brenzsiure) wird zweimal mit der vierfachen Menge 
Chloroform dirigiert; dadurch wird eine kleine Menge nicht 
umgesetzter Brenzisodesoxybiliansiure herausgenommen, die 
man wiedergewinnt. Der von Chloroform befreite Riickstand 
wird aus heiBer 30°/,iger Essigsiure umkrystallisiert und 
so in schénen Prismen, die sich manchmal zu Warzen zu- 
sammenlegen, rein erhalten. Schmelzpunkt 232—233° unter 
Aufschiumen (Anhydridbildung). 

Die Saure krystallisiert mit Krystallwasser, das im Hoch- 
vakuum bei 120° entfernt wurde. Abnahme 7,19 °/,. 


0,1168 g gaben 0,2784 g CO, und 0,0906 g H,0. 
0,1572¢ ,, 0,83752g CO, ,, 0.1190 g H,O. 
Fiir Cy3Hs,0, ber. C 65,37 "le H 8,11 od Fs 
gef. C 65,08 65,11 H 8,60 8,51 

Titration: 0,0962g verbr. 6,69ccm n/10 NaOH. 

Aquivalent. Ber. 141. Gef. 143. 
Spezif. Drehung. 2°) Lésung in Alkohol. 2dcem-Rohr. Ab- 

gelesener Winkel = + 4,58°. 


ja} § = + 114,5° 


Die Siure ist sehr schwer léslich in Petrolither und 
Benzol, schwer in kaltem Wasser, etwas leichter in heiBem, 
leicht in den Alkoholen, Eisessig, Essigester und Aceton. 
Sie bildet ein in Wasser schwer lésliches, krystallisiertes 
Bariumsalz das sich auch zur Reinigung der Saure eignet. 
Beim Erhitzen der Siure im Stickstoffstrom wurden von 
0,3956 g nach einer Stunde bei 270° und nach einer weiteren 
bei 290° im ganzen nur 0,0033 g CO,, das sind 0,8 °/,, ab- 
gegeben. 
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Oxydation der Ketotricarbonsaure C,,H,,0, 
zur Norcholoidansaure C,,H,,0,,. 


Die Tricarbonsiure wird in Portionen zu je 1 g mit 8ccm 
Salpetersiure D. 1,38 in Reagenzglasern im siedenden Wasser- 
bad erhitzt. Nach ziemlich lebhafter Reaktion beginnt nach 
etwa 30 Minuten das Oxydationsprodukt sich auszuscheiden, 
nach weiteren 15 Minuten ist der ProzeB beendet. Man setzt 
das Doppelte vom Volumen an Wasser zu, laBt einige Stunden 
stehen, saugt dann ab und wischt mit Wasser aus. Die Aus- 
beute an der schon ziemlich reinen Siure betrigt 80°/, vom 
Ausgangsmaterial. Zur volligen Reinigung lést man in der 
nitigen Menge heiBen Alkohols, versetzt mit dem Doppelten 
heiBen Wassers und li8t erkalten. Die reine Saure schmilzt 
bei 246—247° unter Zersetzung. Zur Analyse wurde sie im 
Hochvakuum bei 100° zur Konstanz getrocknet. 


0,1202 g Substanz gaben 0,2575 g CO, und 0,0768 g H,0. 


C,;H,,0,, Ber. © 58,72°/, H 7,24°°/,. 
Gef. C 58,42 H 7,10 
Titration: 0,1056 g brauchten 11,0 ecm n/10-NaOH. 
Aquivalent. Ber. 94. Gef. 96. 


Spezifische Drehung, 2°/, alkoholische Lésung. 2dm-Rohr. 
Abgelesener Winkel + 0,713°. 


[o]h8 = +4 17,7° 


Die Norcholoidansiiure ist auch in heiBem Wasser schwer 
léslich. Sie krystallisiert aus verdiinntem Alkohol in haar- 
feinen, farblosen Nadeln. Ihr neutrales Bariumsalz hat die 
schon mehrfach beobachtete Higenschaft, in kaltem Wasser 
léslich zu sein und sich beim Kochen der Lésung aus- 
zuscheiden. 

Kin Ansatz, bei dem die unter der Einwirkung von 
Salpetersiure auf die Ketotricarbonsiure entstehende Kohlen- 
siure quantitativ bestimmt wurde’), ergab aus 0,4734 g Tri- 
carbonsiure nur 0,0048 g CO,, das ist kaum mehr als der 





") Vgl. dazu diese Zs. Bd. 114, S. 185 (1921). 
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zehnte Teil der von einem abgesprengten C-Atom zu er- 
wartenden Menge. 

Die Hitzezersetzung der Norcholoidansiiure hat, wie 
schon erwihnt wurde, zu keiner einheitlichen Brenzsiure ge- 
fiihrt. Durch systematische Versuche wurde ermittelt, dah 
erst bei 290° nach einstiindigem Erhitzen etwa 1 Mol CO, 
und 2H,O abgegeben werden: 


0,5234 g Siiure verloren 0,0472 g CO, und 0,0562 g H,0. 


Das sind 9,1°/, CO, und 10,07°/, H,O, wihrend sich 
9,36 °/, CO, und 7,6°/, H,O berechnen. Das Zuviel an Wasser 
riihrt, wie hiufig in ibnlichen Fallen, von einer geringfiigigen, 
weiter gehenden Zersetzung her, bei der fliichtige Spaltstiicke 
in das Chlorcalciumrohr geraten. 

Obwohl das Produkt der Brenzreaktion bei 290—300° im 
Hochvakuum teilweise als helles Harz destillierbar war, konnte 
kein krystallisierter Kérper daraus erhalten werden. Das Aqui- 
valent des rohen Destillats lag bei 175—180; dies deutet 
auf eine zweibasische Siure. Da das Produkt gegen Per- 
manganat (in Hisessig) sich ungesittigt erwies, so hat sich die 
zu erwartende Ketotricarbonsiure anscheinend zwischen CO- 
Gruppe und einem Carboxyl zu einem ungesittigten Lacton 
anhydrisiert. 


Die direkte Oxydation der Brenz-isodesoxybiliansaure 
zur Norcholoidansaure. 


Man erhitzt 1g der Brenzsiure mit 8 ccm rauchender 
Salpetersiiure 3/, Stunden lang im siedenden Wasserbad. Nach 
dem Erkalten setzt man so lange Wasser zu, bis ein Nieder- 
schlag ausfallt, der bald pulvrig wird. Er wird nach einigem 
Stehen abgesaugt, nach dem Trocknen mit Ather verrieben, 
dann mit Essigester ausgekocht — in beiden Solventien ist 
die Norcholoidansiure schwer léslich —, und schlieBlich wie 
oben aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzpunkt 
245—246° unter Braunung und Zersetzung. Die Ausbeute 
betrigt roh 60°/,, zur Darstellung ist der Umweg iiber die 
Ketotricarbonsiiure vorzuziehen. 
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Analyse (von Dr. W. Schulenburg ausgefiihrt). 
0,1320 g Substanz gaben 0,2836 g CO, und 0,0905 g H,O. 
C.3H,,0,, Ber. C 58,72 °/, H 7,24°/, 
Gef. C 58,60 H 7,67 
0,0960 g Substanz brauchten 9,90 cem n/10-NaOH. 
Aquivalent. Ber. 94. Gef. 97. 


Auch die Oxydation der Brenz-isodesoxybiliansiure mit 
Salpetersiure ist im Hinblick auf die CO,-Abspaltung quanti- 
tativ untersucht worden. Hier wurde bei zwei Ansiitzen mit 
je 0,5 g, die genau nach der gegebenen Vorschrift umgesetzt 
wurden, 9,25 und 10,0°/, CO, aufgefangen, ein Beweis, daB 
ein nebenher gehender EHingriff des Oxydationsmittels zwei 
C-Atome aus dem Molekiil als CO, herausspaltet. Diese 
Moéglichkeit ist aus der angenommenen Strukturformel der 
Siure unschwer herauszulesen. 


Norchoioidansaure-dimethylester. 


5 g Norcholoidansiure werden, in 50 ccm absolutem Me- 
thylalkohol gelést, durch Hinleiten von Salzsiuregas verestert. 
Zur Vollendung kocht man noch 2 Stunden am RiickfluBkiihler, 
gieBt dann in Wasser und nimmt das ausgeschiedene Ol in 
Ather auf, dem man durch éfteres Ausschiitteln mit Wasser 
den Alkohol entzieht. Nun wird die Atherlésung fraktioniert 
mit etwa n/3-Natronlauge entsiuert, bis zu dem Punkt, wo 
die wiBrige Lisung deutliche Gelbfarbung annimmt. Die ver- 
einigten Ausziige werden auf dem siedenden Wasserbad vom 
gelésten Ather befreit und dann mit verdiinnter Salzsiure 
eben gegen Kongopapier sauer gemacht. Der dlig ausfallende 
Ester wird nach 1—2tiigigem Stehen unter Wasser krystalli- 
nisch. Da er wegen seiner groBen Lislichkeit aus keinem 
Lésungsmittel umkrystallisiert werden kann, erfolgt die 
weitere Reinigung iiber das schwer lésliche Bariumsalz. 
Der saure Ester wird zu diesem Zweck in der gerade ndétigen 
Menge verdiinnten Ammoniaks gelést und in der Warme mit 
Bariumchloridlésung versetzt, das ausgefallene Bariumsalz wird 
heiB abgesaugt und mit heiBem Wasser gewaschen, dann unter 
Ather mit Salzsiure zeregt. Den Ather lift man _hierauf 
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iiber einer niedrigen Schicht Wasser verdunsten und gewinnt 
so den Ester nach kurzem Stehen rein in weichen, volumi- 
ndsen farblosen Nadeln. 

Der Dimethylester wird so als Hydrat erhalten, das auch 
bei langerem ‘Trocknen im Vakuum, selbst bei 50%, sein 
Krystallwasser nicht verliert. Er beginnt schon bei 80° zu 
sintern und schmilzt bei 118—119° unter starkem Schaumen. 
Dann wird die Masse wieder fest, um bei 160—170° erneut 
zu schmelzen. 

0,1882 ¢ Substanz gaben 0,4036 g CO, und 0,1284 g H,O. 

0,2174 g " »  0,4660g¢ CO, ,, 0,1568 g H,O. 

C,3H,,0,, + H.O Ber. C 58,17°/, H 7,81 °/, 

Gef. C 58,23 58,4 °/, H 7,63 8,0 %/). 

Im Hochvakuum bei 80—85° wird das Krystallwasser im 
Verlauf von 5 Stunden abgegeben. 

0,1596 g verloren 0,0056 g = 3,5 °/9, berechnet 3,48 °/,. 

Damit war fiir 4 weitere Stunden Gewichtskonstanz er- 
reicht. 

Titration: 0,1460 g brauchten 8,2 ccm n/10-NaOH. 


0,1962 g . 11,2 cem - 
Aquivalent (fiir C,;H,,0,) + H,O, 3 basisch). 
Ber. 172. Gef. 178, 175. 


Die Erwartung, daf die Hitzezersetzung des sauren Esters 
ein besseres Resultat ergeben werde, als die der Siure, hat 
sich nicht erfillt. Zwar wird bei einstiindigem Erhitzen auf 
280—285° in Stickstoffatmosphare ziemlich genau 1 Mol CO, 
abgespalten, die Verarbeitung der Brenzmasse ergab aber kein 
brauchbares Produkt. Als der saure Ester bei ca. 3/,, mm 
Druck destilliert wurde, ging er zum gréBten Teil bei 290 bis 
300° ohne Zersetzung iiber. Das helle Harz lieB sich direkt 
aus Alkohol umkrystallisieren und lieferte so eine in schénen 
rhombischen Blittchen herauskommende Substanz von der 
Zusammensetzung des unverinderten Dimethylesters. Dieser 
isomere Dimethylester ist aber viel schwerer ldéslich als der 
urspriingliche, er bildet kein Hydrat und schmilzt erst bei 
194°. Zur Analyse wurde er im Hochvakuum bei 120° zur 
Konstanz getrocknet. Abnahme 0,83 °/,. 
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0,1188 g Substanz gaben 0,2632 g CO, und 0,0894 g H,0. 


C,;H,,0, Ber. © 60,22°/, H 7,70 %,. 
Gef. C 60,40 H 8,40: 
Titration: 0,1362 g brauchten 8,0 ecm n/10-NaQOH. 
L 


Aquivalent: Ber. 166. Gef. 170. 
l Methoxylzahl: 0,1056 g Substanz gaben 0,100 g AgJ. 


20-CH, Ber. 12,45 Gef. 12,51. 
Auf Grund dieser Daten kann kaum ein Zweifel dariiber 
bestehen, daB der Norcholoidansiuredimethylester sich unter 


dem KinfluB der hohen Destillationstemperatur in eine stabilere, 
ihm riumlich isomere Form umgelagert hat. 
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Zur Frage nach der Herkunft des Kreatins und Kreatinins. 
Von 


H. Steudel und R. Freise. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Mirz 1922.) 


Die Frage nach der Herkunft des Kreatins und Krea- 
tinins im Getriebe des Stoffwechsels ist trotz der reichlichen 
darauf verwandten Miihe immer noch nicht restlos geklirt. 
Aus dem groBen bisher beigebrachten Material l4Bt sich nur 
soviel entnehmen, daB die Bildung der fraglichen Kérper irgend- 
wie mit dem Stickstoffumsatz des sogenannten Grundstoff- 
wechsels in Zusammenhang stehen muf, denn die Ausscheidung 
des Kreatinins und Kreatins erfolgt ziemlich gleichmafig und 
ist unabhangig von der Eiweifzufuhr. Als Muttersubstanzen 
hat man vielfach die guanidinliefernden Komplexe der Eiweib- 
kérper, speziell das Arginin, angesehen, freilich ohne auch 
hier positive Beweise bringen zu kénnen. Andererseits steht 
das Kreatinin als Imidazolderivat in gewisser Beziehung zu 
den Purinkérpern, die ja auch einen Imidazolkern enthalten 
und dessen Pyrimidinkern ferner leicht durch Oxydation, wie 
z. B. bei der Harnsiure zur Parabansiiure, zu einem Imidazol- 
derivat abgebaut werden kann. Endlich steht das Kreatinin 
auch dem Histidin nahe, das Imidazolylalanin ist. 


OC—NH ee ia OC—NH HC—N 
= ; CO | >co | ‘SCH 
| jee oC C—NH OC—_NH HC—NH 

H,C—N—CH, a | 

HN—CO CH, 
| 
CHNH, 
| 
COOH 
Kreatinin Harnsiiure Parabansiiure Histidin 


Angesichts der groBen Unklarheit in der vorliegenden 
Frage haben wir es nicht fir iiberfliissig gehalten einmal das 
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Verhalten eines alloxurbasenreichen Kérpers, der Hefenuclein- 
siure, und ferner das Verhalten des Histidins in bezug auf 
etwaige Kreatininbildung im Stoffwechsel zu untersuchen. 

Als Versuchstiere dienten uns Hiindinnen, die, um mig- 
lichst einfache Bedingungen zu haben, solange mit einer stick- 
stoffarmen und kreatinfreien Kost gefiittert wurden, bis sie 
eine konstante Stickstoff- und Kreatininausscheidung zeigten. 
Dann wurde die zu priifende Substanz intravenés_ injiziert. 
Der Harn wurde sorgfaltig immer zur selben Zeit durch 
Katheterisieren entnommen und gesammelt, die Stickstoff- 
bestimmungen wurden nach Kjeldahl ausgefiihrt, die Krea- 
tinin- und Gesamtkreatininbestimmungen nach Folin?). Im 
ersten Versuch (Hefenucleinsiure) wurde auch auf das Ver- 
halten der Harnsiure im Harn geachtet. Es wurden zunichst 
qualitativ die Murexidprobe und die Folinsche Probe an- 
gestellt und bei positivem Befunde die Harnsiiure quantitativ 
nach Folin und Wu?) bestimmt. Es ergaben sich folgende 
Resultate: 


Erster Versuch. 


Intravenése Injektion von hefenucleinsaurem Natrium: 

EKiner 8 kg schweren Hiindin wurden im Eiweiiminimum 
eine wiBrige Lésung von 4,5 g hefenucleinsaurem Natrium? 
intravenés injiziert (Futter tiglich 150 g Reis und 50g Fett): 











fo! § ' 
a= Bs . Pee Gesamt- 22 Harn- 
Me Harnmenge |Stickstoff| Kreatinin cathe z ow 
3 2, 
PA = Pee 
1 580 ccm 1007g | 0,02135¢ 0,02 216 g _ 0 
2. 520 0,992 0,02 106 0,02 149 — 0 
3.4)] 580 1,299 0,02 155 0,02 268 + 
0.1166 g 
4 510 1,242 0,02 065 0,02135 + 
a) 540 0,960 0,02 144 0,02 166 - 0 




















*) Injektion. 





') Folin, Jl. of Biol. Chem, Bd. 17, S. 475 (1914). 

*) Folin und Wu, Jl. of Biol. Chem. Bd. 41, S. 364 (1920). 

’) Das Priiparat verdanken wir der Firma C. F. Boehringer u. 
Séhne Mannheim/Waldhof, der wir auch hier unseren besten Dank sagen. 
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Die Zahlen dieses Versuches zeigen klar an, daB zwischen der 
Hefenucleinsiure und zweifellos auch zwischen ihren einzelnen 
Spaltstiicken und dem Kreatin und Kreatinin kein Zusammenhang 
besteht. Die bekannte Wirkung der Hefenucleinsiure, bzw. der 
in ihr enthaltenen Alloxurbasen auf die Harnsiurebildung tritt 
deutlich in der iiber zwei Tage sich erstreckenden Harnsiure- 
ausscheidung zutage, wihrend der Hundeorganismus ja im all- 
gemeinen ein so grobes Harnsiureabbauvermégen besitzt, dab 
es fiir gewohnlich nicht zu einer Ausscheidung von Harnsiure im 


Harn kommt. 
Zweiter Versuch. 


Intravenése Injektion von Histidin. 


Hiner 15kg schweren Hiindin werden im EiweiBminimum 
8,6 g Histidinchlorid in wiBriger Lésung, mit Na,CO, neutrali- 
siert, intravenés injiziert. Das Tier war mit 125 g Schweine- 
schmalz und 125g gequollener Kartoffelstirke, teils gekocht, 
teils gebraten in Form von Kuchen, gefiittert und hatte nach 
etwa 8 Tagen konstante Stickstoff- und Kreatininwerte im 
Harn. Das Histidin war aus Blutkérperchenbrei gewonnen in 
Anlehnung an die iibliche Methodik, wie sie zuletzt von 
H. Pauly“) beschrieben worden ist. Das Histidinchlorid, bei 
110° getrocknet, lieferte bei der Analyse folgenden Wert: 

0,1440 g neutralisieren 19,3 ccm n/10-Siure=18,77 °/, N (Kjeldahl). 

Berechnet fiir Histidinchlorid = 18,42 °/, N. 

Die Methoden der Harnanalyse waren die gleichen wie im 

ersten Versuch. 








Gesamt- 




















_ Harnmenge Stickstoff Kreatinin ma 
suchstag kreatinin 
1 700 eem 2,072 g 0,040 g 0,042 g 
2. 900 1,952 0,034 0,041 
3. 810 1,820 0,035 0,044 
4,*) 700 1,764 0,025 0,034 
5. 750 4,116 0,053 0,075 
6. 600 5,180 0,046 0,057 
7 800 2,632 0,024 0,044 








*) Injektion. 
1) Diese Zs. Bd. 42 S. 514 (1914). 
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_ 


Dieser Versuch lift keine deutlichen Beziehungen zwischen 
Histidin und Kreatinin erkennen. Rechnet man die in den 
3 Tagen vor der Einspritzung ausgeschiedenen Gesamtkreatinin- 
mengen zusammen, so erhalt man 0,119 g, die 3 dem Ver- 
such folgenden Tage ergeben 0,176 g, also eine Zunahme von 
0,057 g, das ist gegeniiber dem eingefiihrten Histidin eine 
ganz verschwindende Menge. Es ist auch deswegen zweifel- 
haft, ob die kleine Zunahme von Kreatinin mit dem Histidin 
in Zusammenhang steht, weil die Stickstoffausscheidung nach 
der Kinspritzung viel gréBer war, als der eingefiihrten Histidin- 
menge entsprach. Es wurden in den 3 dem Versuch voran- 
gehenden Tagen zusammen 7,536 g N ausgeschieden, an den 
3 Tagen nach der Einspritzung 11,928 g, also ein Mehr von 
3,392 ¢ N, waihrend mit dem Histidin nur 1,584g N in den 
Koérper eingefiihrt worden sind. Augenscheinlich hat die In- 
jektion des Histidins den gesamten Stickstoffumsatz im Kérper 
erhoht. 

Wir haben, um eine eindeutige Antwort zu bekommen, 
also noch einen weiteren Versuch angestellt. 


Dritter Versuch. 


Intravenése Injektion von Histidin. 


Einer 8kg schweren Hiindin, der gleichen, die zum ersten 
Versuch gedient hatte, werden im KiweiSminimum 5g Histidin- 
monochlorid!) in wiBbriger Lésung, mit Na,CO, neutralisiert, 
intravenés injiziert. (Futter tiiglich 150g Reis und 50g 
Fett (Margarine). 

In diesem Versuche wurde auch die Menge des Kreatinins 
und des Gesamtkreatinins im Blut bestimmt. Die Analysen- 
methoden waren die gleichen wie in den anderen Versuchen. 

Es wurden die Zahlen nebenstehender Tabelle erhalten. 

Dieser Versuch beweist eindeutig, daB zwischen Histidin 
und Kreatinin keine Beziehungen, wenigstens unter den von 
uns gewihlten Bedingungen bestehen. Die Stickstoffausschei- 





') Das Priiparat verdanken wir der chemischen Fabrik Gren- 
zach A.-G., der wir auch hier unsern besten Dank sagen. N-Gehalt 
gefunden 19,62 °/,; berechnet 20,1 °/, (Kjeldahl). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX. 17 
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| Tigliche Im Harn In 100 cem Blut 
Ce Pires : | .. | Gesamt- . . | Gesamt- 
E vefiillt seer Stickstoff | Kreatinin | ascites Kreatinin dutiilaaien 
1. | 520cem | 1,185g | 0,0260g | 0,0274¢ — — 
2. | 520 1,200 0,0234 | 0,0257 2,64mg | 6,90 mg 
3. | 500 1,209 0,0217 — 0,0235 2,70 | 6,83 
4. | 500 1,490 0,0209  0,0238 —-  — 
5.*)} 500 1,946 0,0257 | 0,0265 2,66 | 6,77 
6. | 660 1,834 | 0,0206 | 0,0424 |2,68 | 7,50 
7. | 500 1,098 0,0247 | 0,0250 a a 














*) Intravenése Injektion. 


dung betrug in den drei Tagen vor der Injektion 3,899 g, in 
den drei Tagen nach der Einspritzung 4,878 g, es wurden also 
0,979 g N mehr ausgeschieden, die etwa der Menge N des 
eingefiihrten Histidins entsprechen (0,9805 g N). Im Harn hat 
sich die Menge des Gesamtkreatinins gegeniiber in den Vor- 
tagen in dem gleichen Zeiten nur um 0,0208 g geindert, die 
Menge des Kreatinins im Blut zeigt tiberhaupt keine Anderung. 

Die Hunde vertrugen iibrigens die Einspritzungen recht 
gut, abgesehen davon, daB sie am Tage der Injektion keine 
rechte FreBlust zeigten. 

Eine einfache Beziehung des Kreatinins zum Purinkern oder 
zum Histidin findet also nach diesen unseren Versuchen nicht statt, 
dagegen haben wir an dem Harn, der aus dem letzten Versuche 
stammte, noch eine Beobachtung gemacht, die anzudeuten scheint, 
daB bei diesen intravenésen Injektionen doch erheblichere Um- 
stellungen des Stoffwechsels stattfinden. Der Harn vom 5. Ver- 
suchstage reduzierte deutlich Fehlingsche und Nylandersche 
Lésung und zeigte im Polarisationsapparate Rechtsdrehung. Das 
aus dem Harn gewonnene Osazon hatte nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren einen Schmelzpunkt von 204°(Glukosazon schmilzt 
gleichfalls bei 204°). Quantitativ nach Folin und Wu!) be- 
stimmt ergab sich, auf Glukose bezogen, ein Gehalt von 0,0986 °/,. 

Die Untersuchungen wurden mit Mitteln ausgefihrt, fiir 
deren Bewilligung wir dem Kuratorium der Grifin Bosestiftung 
zu Dank verpflichtet sind. 





1) Folin und Wu, Jl. of. Biol. Chem. Bd. 41. S. 367 (1920). 
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Die Einwirkung des Adrenalins auf die Permeabilitat 
von Muskelfasergrenzschichten. 
Von 


Hermann Lange. 





‘Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt.) 
(Ausgefihrt mit Unterstiitzung der Manfred Bernhard Schiff-Stiftung.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26, Marz 1922.) 


In einer Reihe kiirzlich im hiesigen Institut ausgefiihrter 
Untersuchungen konnte an der Hand einer chemischen Me- 
thode, namlich durch Verfolgung der Phosphorséureausscheidung, 
der Nachweis gefiihrt werden, daB der Permeabilitaitsgrad von 
Muskelfasergrenzschichten je nach dem Funktionszustande 
wechselt. 

Wihrend der ruhende Froschmuskel in sauerstoffver- 
sorgter Ringerlésung nach Abklingen des Priparationsreizes 
nur so geringfiigige Phosphorsiuremengen ausscheidet, daB 
ihr qualitativer Nachweis fiir kiirzere Versuchszeiten unter den 
gewahlten Bedingungen selbst mit der empfindlichsten Reaktion 
nicht gelingt, tritt schon nach kurzdauernder Tatigkeit des 
Muskels eine starke Vermehrung der Phosphorsiureabgabe 
ein, die nach dem Aufhéren der Muskelarbeit rasch wieder 
verschwindet, wofern der Muskel bei der Arbeit nicht in 
stirkerem MaBe ermiidet wurde. 

Wird die Reizung bis zu starker Ermiidung fortgesetzt, 
so bleibt der vermehrte Phosphorsdureaustritt so lange 
bestehen, wie: die Ermiidung andauert, um parallel mit der 
Erholung des Muskels, unter Umstainden ihr vorausgehend, 
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Die genannten und zahlreiche andere Befunde, auf die 
hier im einzelnen nicht eingegangen werden kann, fiihrten 
Embden und seine Mitarbeiter zu der Anschauung, daB es 
bei der Muskeltatigkeit unter Einwirkung der im Kontraktions- 
augenblick im Innern des Muskels auftretenden Vermehrung 
des H-Ionengehaltes zu einer Anderung des kolloidalen Zu- 
standes von Muskelfasergrenzschichten kommt, die in erhéhter 
Permeabilitaét fiir die im Muskelinnern schon wihrend seines 
Ruhezustandes befindliche und im Kontraktionsaugenblick ver- 
mehrt auftretende Phosphorsiure sich auBert. Das Auftreten 
einer plétzlichen Permeabilititssteigerung bei der Muskel- 
kontraktion ist nach den genannten Autoren keine nebensiich- 
liche Erscheinung, sondern ein notwendiges Glied in der Kette 
der zur Muskelkontraktion fiihrenden Vorginge. 

Auch die langere Andauer eines offenbar mit Verminde- 
rung der Alterationsfihigkeit verbundenen Zustandes erhdhter 
Permeabilitit von Muskelfasergrenzschichten bei der Ermiidung 
ist allem Anschein nach fiir das Auftreten der Ermiidung von 
entscheidender Bedeutung. Die mit Permeabilititssteigerung 
verbundene kolloid-chemische Verainderung der Grenzschicht 
wird von Embden und Adler?) als eine wesentliche Er- 
miidungsursache angesehen. 

Wihrend des Zustandes gesteigerter Permeabilitit ist 
nicht nur der Austritt von Phosphorsiure (und allem An- 
schein nach auch von Milchsiure) erleichtert, sondern auch 
der Eintritt von Substanzen, die wihrend des Zustandes 
nahezu volliger Impermeabilitét, wie er waihrend der Ruhe 
des gut mit Sauerstoff versorgten Muskels herrscht, nicht oder 
nur schwer in das Muskelinnere hineingelangen. 

Die Erleichterung des Eintritts solcher Substanzen bei 
gesteigerter Permeabilitat von Muskelfasergrenzschichten wurde 
zunichst an der Hand des zeitlichen Eintritts der Kalilahmung 
experimentell verfolgt. 

Wiahrend die Kalisalze offenbar dadurch lahmend wirken, 
daB die Kaliumionen die beschrankt durchlissigen Grenz- 


1) Diese Zs. Bd. 118, 8. 1 (1922). 
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schichten passieren und auf jenseits derselben gelegene intra- 
fibrillire Elemente einwirken, kommt die Lihmung in iso- 
tonischer Rohrzuckerlésung in der Weise zustande, daB eine 
auBerordentliche Erhéhung der Durchlissigkeit der Grenz- 
schichten eintritt. Nach Beseitigung der Rohrzuckerlahmung 
stellt sich der urspriingliche Zustand geringer Permeabilitiit 
sehr bald wieder ein. 

Ebenso wie bei der Ermiidung kommt es auch bei der 
Erstickung') des Muskels zu einer Steigerung der Durch- 
lissigkeit der Muskelfasergrenzschichten, deren Auftreten der 
Verminderung der Zuckungshéhe des Muskels bei gleich- 
bleibenden Reizen unter Umstinden vorangehen kann. Auch 
diese Permeabilititssteigerung bei Erstickung verschwindet 
vollig, wenn unter Einwirkung von Sauerstoff die Erregbar- 
keitsminderung des voriibergehend anaerob gehaltenen Muskels 
wieder beseitigt ist. 

Unterschiede in der Beschaffenheit gerade von Muskel- 
fasergrenzschichten sind es auch, die wahrscheinlich das funk- 
tionell verschiedene Verhalten verschiedenartiger Froschmuskeln 
bedingen. Nach den von Behrendt?) ausgefitihrten Unter- 
suchungen besitzt der raschere und mit gréBerem Wirkungs- 
grade arbeitende, aber auch leichter ermiidbare Musculus 
semimembranosus allem Anschein nach diinnere und deswegen 
leichter veriinderliche Grenzschichten als der langsame und 
mit geringerem Effekte arbeitende, dafiir aber schwieriger er- 
schépfbare Musculus gastrocnemius. DaB iibrigens eine in 
vermehrter Phosphorsiureausscheidung sich auBernde Per- 
meabilititssteigerung von Zellgrenzschichten unter der Ein- 
wirkung der Funktion nicht nur auf den Muskel beschrankt 
ist, geht aus einer kirzlich von Simon*) und mir an der 
Netzhaut durchgefiihrten Untersuchungsreihe hervor, in der 
gezeigt werden konnte, daB unter EKinwirkung des Lichtes die 
Netzhaut vermehrte Phosphorsiuremengen an die Umgebungs- 
fliissigkeit abgibt, Diese gesteigerte Phosphorsiureausscheidung 





1) Simon, diese Zs. Bd. 118, S. 96 (1922). 
*) Behrendt, diese Zs. Bd. 118, S. 123 (1922). 
*) Diese Zs. Bd. 119, S. 1 (1922). 
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verschwindet, wenn man die Netzhaut wieder ins Dunkle ver- 
bringt, um wenigstens unter giinstigen Versuchsbedingungen 
bei erneuter Belichtung wieder aufzutreten. 

Ganz entsprechende Erscheinungen konnte in noch un- 
veréffentlichten Untersuchungen Behrendt auch fiir das iso- 
lierte Froschriickenmark nachweisen. 

Aus der Gesamtheit der besprochenen Untersuchungen 
geht in Ubereinstimmung mit Beobachtungen friiherer Forscher 
und mit namentlich von Héber geiuBerten theoretischen 
Anschauungen hervor, daB mit dem Wechsel des Funktions- 
zustandes von Zellen auch das Verhalten der Permeabilitiit 
ibrer Zellgrenzschichten sich indert in dem Sinne, daB der ge- 
steigerten Funktion ein Zustand gréBerer Permeabilitat ent- 
spricht. 

Fiir die Beziehungen der Zellen zu ihrer Umgebung, 
insbesondere fiir den Austritt von Stoffwechselprodukten aus 
dem Innern und fir den Eintritt von Nahrungsstoffen ui 
verschiedenartigsten anderen Substanzen in das Innere mub 
der Permeabilitatszustand der Grenzschichten von ent- 
scheidender Bedeutung sein. Es liegt daher gewif nahe, 
daran zu denken, daB der Organismus héherer Tiere 
iiber Regulationseinrichtungen fiir den Permeabili- 
titszustand der Zellgrenzschichten seiner verschie- 
denen Organe verfiigt, in ahnlicher Weise etwa wie die 
Blutversorgung der einzelnen Organe regulatorisch beeinflubt 
werden kann. 

Von vornherein muBte sowohl die Méglichkeit einer Be- 
einflussung des Permeabilitatszustandes auf nervésem 
Wege, wie eine solche durch Hormone, ins Auge gefaBt werden. 

Untersuchungen der ersteren Art sind eingeleitet, aber 
noch nicht zum Abschlu8 gelangt. 

Ich selber méchte im folgenden iiber eine Versuchsreihe 
berichten, aus der die Beeinflussung des Permeabilititszustandes 
auf hormonalem Wege hevorgeht. 

Die Untersuchungen beschriinken sich zunichst auf den 
Skelettmuskel des Frosches und auf eine bestimmte Inkret- 
substanz, das Adrenalin. 
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Den Ausgangspunkt meiner Untersuchungen bildete eine 
mehr zufallige Beobachtung. Ich hatte aus hier nicht zu er- 
érternden Griinden einem Frosch Adrenalinlésung in den 
Riickenlymphsack gebracht und bemerkt, daB das Verhalten 
seiner einige Zeit spiter in Ringerlésung untersuchten Gastro- 
cnemien ein von dem gewdhnlich beobachteten verschiedenes 





war. Wéahrend namlich, wie bereits von Embden und Adler ¥ 
beschrieben, die Muskeln normaler Frésche kurze Zeit nach MM 
ihrer Préparation (offenbar unter Kinwirkung des Priparations- ft 
reizes) erhebliche Mengen von Phosphorsiure an die sauer- Hi 


stofiversorgte Ringerlésung abgeben, und erst allmihlich der 
fiir den ruhenden Muskel charakteristische Zustand geringer 
Permeabilitit sich einstellt, war das Verhalten der Muskeln 
des mit Adrenalin vorbehandelten Tieres ein ganz anderes: 
In der ersten halben Stunde nach der Priparation schieden 
die Muskeln keine merkliche Phosphorsiuremenge aus, ein 
Verhalten, das auch in den folgenden gleich langen Perioden 
bestehen blieb, bis nach Verlauf von 4 Stunden eine deutliche 
und sich zunichst verstarkende Phosphorsiureausscheidung 
auftrat, trotzdem ich den Muskel nicht irgendwie stiirker ge- 
reizt hatte. Der Zustand geringer Permeabilitit des frisch 
praiparierten Muskels war ebenso auffallig wie die ohne 
Reizung oder fiuBere Schidigung des in mit Sauerstoff ver- 
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sorgter Ringerlésung befindlichen Muskels schon nach Verlauf ie 
weniger Stunden auftretende Permeabilititssteigerung. Mehr- it 
: fache Wiederholungen der Versuche fiihrten zu dem gleichen it 
: Ergebnis und ich ging nunmehr dazu iiber, das Verhalten 4 
: des Gastrocnemius gegeniiber Adrenalin einer systematischen s 
Untersuchung zu unterziehen. 4 


Methodisches, 


Die Anordnung der Versuche schloB sich aufs engste 
an die von Embden und Adler beschriebene an: Die 
beiden Gastrocnemien wurden unmittelbar nach der Priparation 
zwischen Platinelektroden, deren obere mit einem Schreibhebel 
verbunden war, aufgehingt, und in gemessenen Mengen, je- 
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weils 10—15 ccm, Ringerlésung von folgender Zusammensetzung 


getaucht: 
0,6 °/, NaCl, 
0,02 °/, CaCl, , 
0,02 °/, KCl, 
0,02 °/, NaHCO,. 


Als VersuchsgefaBe dienten die von Kopyloff beschrie- 
benen; durch den Kiihlmantel der GefifSe floB Leitungswasser, 
dessen Temperatur schwankte zu den verschiedenen Versuchen 
etwa zwischen 13° und 16° Die Ringerlésung wurde dauernd 
mit Sauerstoff durchperlt, nur wihrend des Aufenthalts der 
Muskeln in Adrenalin wurde die Sauerstoffversorgung des 
Muskels und dann natiirlich auch des nicht mit Adrenalin 
behandelten Kontrollmuskels zeitweise unterbrochen, um eine 
gar zu rasche oxydative Zerstérung des Adrenalins zu ver- 
meiden. Die Phosphorsiureausscheidung wurde in stets beider- 
seits gleichen und meistens auch innerhalb des einzelnen Ver- 
suchs nur wenig verschieden langen Perioden untersucht. Oft 
bediente ich mich hierbei auch der friiher im einzelnen be- 
schriebenen nephelometrischen Schatzungsmethode unter ein- 
facher Verwendung gleich weiter Reagenzgliser. Die bei der 
Reizung der Muskeln auftretenden Zuckungen wurden durch 
ein Kymographion registriert, ebenso auch Langenveriinderungen 
des Muskels, die ohne Reizung auftraten. 

Um ein Urteil iiber die Anderungen des Permeabilitits- 
zustandes der Gastrocnemien unter der Kinwirkung des Adre- 
nalins zu gewinnen, habe ich stets nur den einen der beiden 
Muskeln mit Adrenalin versetzt, waihrend der andere als Kon- 
trollmuskel diente. 

Auf Grund der in friiheren Arbeiten gewonnenen Er- 
fahrungen benutzte ich zur Priifung des Verhaltens der Per- 
meabilitat der Muskelfasergrenzschichten unter der Kinwirkung 
von Adrenalin folgende Untersuchungsmethoden: 


1. Messung der GréBe der Phosphorsiureausscheidung 
unter der Einwirkung des Adrenalins. 

2. Beobachtung der Geschwindigkeit des Eintritts der 
Kalilahmung am Adrenalin-behandelten Muskel. 
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Ferner wurde auch die Geschwindigkeit des Eintritts der 
Rohrzuckerlihmung vergleichend beim Adrenalinmuskel und 
Kontrollmuskel festgestellt. 

An diese Untersuchungen schlossen sich verschiedene 
Einzeluntersuchungen an, die erst weiter unten Erwihnung 
finden sollen. 


Versuch 1. 6. Marz 1921. 
(Versuch 31 des Protokolls.) 

Frisch gefangene Rana esculenta. Die beiden Gastro- 
cnemien werden so rasch wie méglich nach der Tétung an den 
Elektroden befestigt und um 35° nachm. in je 10 ccm Ringer- 
lésung, der kein Natriumbicarbonat zugesetzt wurde, verbracht. 
Der Ringerlésung des Muskels B wurde wahrend der ersten 
sechs Versuchsperioden (bis 10!5) Adrenalin in der Verdiinnung 
1:100000 zugesetzt. Der Verlauf der Phosphorsiureaus- 
scheidung war folgender: 


Phosphorsiiureausscheidung beider Muskeln in mg °/, P.O; 
der Ringerlésung. 


Muskel A Muskel B 
Periode (Kontrolle) (Adrenalin) 

1. 350— 410 0,08 0,14 

2, 410 510 0,08 0,08 

3, 50 g06 0,07 0,03 

4, §9— 730 0,05 0 

5. 730 git 0,03 0 

g. gtt—1i018 0,05 0 


Wie man sieht, ist in der 20 minutigen Periode unmittel- 
bar nach der Priparation die Phosphorsiureausscheidung des 
mit Adrenalin versetzten Muskels B gréBer als die des Adre- 
nalin freien Muskels A. In der niachsten 1 stiindigen Periode 
von 419510 wurde beiderseits gleiche Phosphorsiureausscheidung 
beobachtet (0,08), welche in der dritten ebenfalls nahezu ein- 
stiindigen Periode beim Muskel A kaum merklich (0,07), beim 
Muskel B sehr erheblich absank. 

In der 4. Periode, die einen Zeitraum von einer Stunde 
und 24 Minuten umfaBte, hatte der Adrenalinmuskel B iiber- 
haupt keine erkennbare Phosphorsiiuremenge mehr ausgeschieden, 
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wahrend die Ausscheidung des Kontrollmuskels immerhin noch 
0,05 betrug. Dies Verhalten blieb weiterhin gleich; in der 
sechsten iiber 2 stiindigen Periode schied der Adrenalinmuskel 
wiederum keine erkennbare Phosphorsiuremenge aus, wihrend 
die Ausscheidung des Kontrollmuskels sehr erheblich, 0,05, war. 
Die Muskeln wurden, im gleichen Stromkreis hintereinander 
geschaltet, bei gleichbleibendem Rollenabstand nur seltenen 
Priifungsreizen unterworfen; eine wesentliche Verschiedenheit 
der Zuckungshéhe beider Mukeln trat nicht auf; vielleicht war 
sie beim Adrenalinmuskel ganz wenig vermindert. Um 1018 
kamen beide Muskeln gleichzeitig in isotonische Kaliumsulfat- 
lésung (1,57 °/,). Es war auf Grund der oben erwahnten Unter- 
suchungen Vogels zu erwarten, daB der Muskel B wegen der 
geringen Durchlissigkeit seiner Grenzschichten langsamer ge- 
lahmt werden wiirde als der Muskel A. 

In der Tat war bei gleichbleibendem Rollenabstand 
Muskel A bereits nach 6 Minuten, Muskel B erst nach 
18 Minuten vollig gelihmt. 

Auch an die Kalilésung, in der sich beide Muskeln von 
1018_10* aufhielten, gab der Adrenalinmuskel keine erkenn- 
bare Phosphorsiuremenge ab, der Kontrollmuskel geringe 
Mengen (0,02). 

Beide Muskeln kamen nun wieder in Ringerlésung. Eine 
Priifung am 7. Mirz 12!° vormittags zeigte, daB die Muskeln 
wieder erregbar waren. Die Phosphorsiiureausscheidung des 
Muskels A wihrend der Periode von 104° abends bis 8°° 
morgens betrug 0,12, die des Muskels B nur 0,03. 


Versuch 2. 5, Marz 1921. 
(Protokoll Nr. 30). 


Eine Wiederholung des Versuches lieferte im Wesen ganz 
das gleiche Ergebnis; auch hier wurde der eine Muskel un- 
mittelbar nach der Priparation in eine adrenalinhaltige Ringer- 
lésung gebracht; ihr Adrenalingehalt betrug 1:50000. 

In der ersten (einstiindigen) Periode schied auch hier der 
Adrenalinmuskel erheblich mehr Phosphorsiure aus als der 
Kontrollmuskel (0,12 : 0,08). 
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In der 2. Periode (welche 1 Stunde und 35 Minuten 
dauerte) war die Minderausscheidung des Adrenalinmuskels 
schon ganz deutlich (0,06 gegeniiber 0,09 des Kontrollmuskels). 

Sie erreichte in der nichsten Periode von 65 Minuten 
beim Adrenalinmuskel die Grenze der Nachweisbarkeit (0,01), 
wahrend sie beim Kontrollmuskel 0,07 betrug. 

Jetzt wurde zu beiden Muskeln gleichzeitig wiederum iso- 
tonische Kaliumsulfatlésung zugefiigt. 

Ganz entsprechend dem Ergebnis in der Phosphorsiure- 
ausscheidung war der permeablere Kontrollmuskel bereits nach 
3 Minuten, der Adrenalinmuskel erst nach 15 Minuten villig 
gelihmt. In diesem Falle wurden die Muskeln nach dem Ver- 
bringen in Ringerlésung éfter als im vorangehenden Versuche 
gereizt und die Wiederkehr der Erregbarkeit konnte beim 
Adrenalinmuskel erheblich friiher als beim Kontrollmuskel 
festgestellt werden. 

Wahrend der Nachtperiode in Ringerlésung, welche 
8 Stunden und 45 Minuten dauerte, schied der Kontrollmuskel 
eine 0,18 mg °/, der Ringerlésung entsprechende Phosphor- 
siuremenge aus, der Adrenalinmuskel nur 0,08°/,, trotzdem 
sich auch der letztere Muskel in adrenalinfreier Ringerlésung 
befand. Man sieht also, dab die permeabilitaitsvermindernde 
Wirkung des Adrenalins auch nach Entfernung des letzteren 
aus der Umgebungsfliissigkeit noch lingere Zeit andauert, eine 
Tatsache, die ich immer wieder bestatigen konnte. 

Ich muB die Frage offen lassen, ob die anfaingliche Mehr- 
ausscheidung von Phosphorsiure, die in den beiden Versuchen 
beobachtet wurde, beim Adrenalinmuskel eine zufillige Er- 
scheinung war, oder ob das Adrenalin vielleicht im ersten 
Beginn seiner Wirkung tatsichlich eine Permeabilititssteige- 
rung hervorruft. In beiden Versuchen kam namlich der Muskel 
unmittelbar nach der Priparation in die adrenalinhaltige 
Ringerlésung, und es wire sehr wohl denkbar, da er nur 
infolge eines zufillig starkeren Praparationsreizes auch etwas 
mehr Phosphorsiure ausgeschieden hitte. 
| AuBer in den beiden eben geschilderten konnte die per- 
meabilititsvermindernde Wirkung des Adrenalins auch bei 
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irgend lingerer Kinwirkung in zahlreichen anderen Versuchen 
beobachtet werden. 

Die Permeabilititsminderung wurde entweder durch den 
Nachweis verringerter Phosphorsiureausscheidung oder durch 
die Feststellung verzégerten Kintritts der Kalilahmung er- 
wiesen. Vielfach wurden diese beiden gleichsinnigen Veriinde- 
rungen, wie in den eben geschilderten Versuchen auch an den 
gleichen Muskeln festgestellt. 

Die charakteristische permeabilitaitsvermindernde Wirkung 
des Adrenalins liBt sich auch noch an Muskeln nachweisen, 
die sich schon laingere Zeit in sauerstoffversorgter Ringer- 
lésung aufgehalten haben. 

Wenn man in solchen Versuchen mit zwei ungleich per- 
meablen Muskeln, denjenigen mit adrenalinhaltiger Ringer- 
lésung versetzt, der von vornherein die stiirkere Phosphorsiure- 
ausscheidung aufweist, kann man in besonders schlagender Weise 
die permeabilititsmindernde Wirkung des Adrenalins dartun. 

Auch fiir diese Versuchsanordnung sei ein Beispiel gegeben. 


Versuch 3. 
(Nr. 60 des Protokolls.) 

Am 8, Mirz 1922 12}° werden die beiden Gastrocnemien 
einer groBen Rana temporaria in 15 ccm natriumbicarbonat- 
haltiger Ringerlésung an den beiden Elektroden befestigt. Am 
friihen Morgen des gleichen ''ages wurde beiderseits die Ringer- 
lésung mehrfach gewechselt; in der einstiindigen Periode von 
8—9 und 9—10 Uhr schieden beide Muskeln keine Phosphor- 
siure aus. Der Verlauf der Phosphorsiiureausscheidung in 
den nichsten Perioden gestaltete sich folgendermaBen: 


A mg°/, P.O; B mg °/, 
1. 6stiindige Periode, von 10° yvorm. 


bis 4°° nachm. .. . a 0,02 0,07 
2. 6stiindige Periode, von 400 seilcia 

bis 10°° nachm. . . . : 0,03 0,09 
3. 2stiindige Periode, von 10° die. 

mee iw ee Ss — 0,02 0,05 


Wie man sieht, etna bei Hinhaltung lingerer Einzel- 
perioden Muskel B regelma&Big erheblich mehr Phosphorsiure 
aus als Muskel A. 
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Nunmebr um 12 nachts kam Muskel A in neue Ringer- 
lésung, ohne Zusatz von Natriumbicarbonat, Muskel B gleich- 
falls in natriumbicarbonatfreie Ringerlésung, welche Adrenalin 
im Verhiltnis 1:250000 enthielt. Der Sauerstoff wurde bei 
beiden Muskeln abgestellt. 

In der etwas mehr als 8stiindigen Periode bis 81° vorm. 
hatte der von vornherein permeablere Adrenalin- 
muskel nur 0,16 mg °/,, der Kontrollmuskel hingegen 
0,30 mg °/, ausgeschieden. 

In der nachfolgenden annihernd 2stiindigen Periode 8}° 
bis 10°° Uhr vorm., in der beide Muskeln in adrenalinfreier 
sauerstoffversorgter Ringerlésung gehalten wurde, schied der 
Kontrollmuskel 0,06mg °/, P,O, der Ringerlésung — das 
Dreifache wie in der annihernd gleich langen Periode von 
10 Uhr vormittags bis 12 Uhr mittags am Vortage — aus, 
der Adrenalinmuskel hingegen nur 0,03 mg °/, gegen 0,05 mg °/, 
in der entsprechenden Periode des Vortages (entsprechend der 
immer wieder gemachten Erfahrung, daB bei sehr langem 
Aufenthalt in sauerstoffversorgter Ringerlésung parallel mit 
der Abnahme der Erregbarkeit eine Zunahme der Permeabilitat 
eintritt. 

In den bisher geschilderten Versuchen gelangte meisten- 
teils eine nicht ganz unerhebliche Konzentration von Adrenalin 
1:30000—1: 250000 zur Verwendung. 

In besonderen Versuchen stellte ich die minimale Adre- 
nalinkonzentration, bei der eine deutliche Permeabilitits- 
verminderung der Muskelfasergrenzschicht erfolgt, fest. Ich 
verwandte fiir diese Feststellung freilich zunichst nur Winter- 
frésche, deren Muskeln sich in Ringerlésung von der oben 
beschriebenen Zusammensetzung aufhielten, und es ist von 
vornherein sehr denkbar, daB zu anderen Jahreszeiten und 
in einer anders zusammengesetzten Umgebungsfliissigkeit die 
wirksame Grenzkonzentration des Adrenalins sich verschiebt. 

Auf die Entscheidung dieser Frage abzielende Versuche 
habe ich bereits in Angriff genommen. In bisher angestellten 
Versuchen an der Muskulatur von Winterfréschen, die im 
Februar 1922 ausgefiihrt wurden, fand ich regelmifBig eine 
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Konzentration des Adrenalins von 1:10 Millionen wirksam, 
wihrend das Versuchsergebnis in Adrenalinverdiinnungen von 
1:20 Millionen nicht mehr regelmiBig positiv war. 

Immerhin sieht man schon aus den bisherigen Versuchen, 
daB das Adrenalin seine abdichtende Wirkung auf die Muskel- 
fasergrenzschichten noch in recht starker Verdiinnung ausiibt. 

Auch in diesen Versuchen, auf die ich im einzelnen nicht 
eingehen will, bediente ich mich zum Nachweise der geschil- 
derten Adrenalinwirkung sowohl der Messung der Phosphor- 
siure, wie auch der oben geschilderten Kalilihmungsmethode. 

Die bisher beschriebenen Versuchsergebnisse befinden sich 
durchaus im Einklang mit der Vorstellung, daB das Adrenalin 
auf die Muskelfasergrenzschichten selber einwirkt, sei es, daf 
es die Grenzschichtkolloide unmittelbar angreift, sei es, dab 
der primare Angriffspunkt in intramuskuliren sympathischen 
Nervenendigungen zu suchen ist. 

Es erschien mir nun nicht unwichtig, auch den Einflug 
des Adrenalins auf die Kintrittsgeschwindigkeit einer Lihmung 
festzustellen, die nach von Embden und Adler geiuBerten 
Anschauungen durch eine unmittelbare Einwirkung auf die 
Muskelfasergrenzschichten zustande kommt, die der des Adre- 
nalins entgegengesetzt ist, ich meine die in isotonischer Rohr- 
zuckerlésung allmahlich eintretende Erregbarkeitsabnahme des 
Muskels, die mit auBerordentlich vermehrter Phosphorsaure- 
ausscheidung verbunden ist. Bereits kurzdauernde, an sich 
noch kaum die Erregbarkeit herabsetzende Rohrzuckereinwir- 
kung ruft, wie von Vogel’) festgestellt wurde, eine erhebliche 
Beschlennigung des Eintritts der Kalilihmung hervor. 

In einer gréBeren Anzahl von Versuchen konnte ich feststellen, 
daB ein in adrenalinhaltiger Ringerlésung vorbehandelter Muskel, 
der in adrenalinfreier isotonischer (7 °/,iger) Rohrzuckerlésung 
verbracht wird, langsamer gelihmt wird, als der in gleicher Weise 
behandelte, aber ohne Adrenalin vorbereitete Kontrollmuskel. 

Auch hier will ich mich auf die kurze Schilderung ‘eines 
einzigen Versuches beschrinken: 





1) Vogel, Diese Zs. Bd. 118, S. 50 (1922). 
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Versuch 4. 13. Februar 1921. 
(Versuch 4 des Protokolls.) 


2 frisch praparierte Gastrocnemien wurden um 2°55 nachm. 
an den Elektroden ' befestigt und in natriumbicarbonatfreie 
Ringerlésung gebracht, die dfters gewechselt wurde. 15 Minuten 
spiter kam Muskel A in neue adrenalin- und bicarbonatfreie 
Ringerlésung, Muskel B in ebenfalls natriumbicarbonatfreie 
Ringerlésung, welche Adrenalin im Verhiltnis 1:50000 enthielt. 

Der Adrenalinmuskel verlingerte sich in den ersten Stunden 
nach dem Adrenalinzusatz sehr deutlich, eine Erscheinung, 
die am Kontrollmuskel nicht eintrat; entsprechendes habe ich 
auch sonst éfters beobachtet. Beide Muskeln zeigten einen 
ganz geringfigigen Abfall der Erregbarkeit. 

Um 7°° kamen beide Muskeln in isotonische Rohrzucker- 
lésung in der sich der Adrenalinmuskel B deutlich verkiirzte, 
wahrend der Kontrollmuskel unverindert blieb. Die Zuckungs- 
héhe nahm bei letzterem auBerordentlich viel rascher ab, als 
beim Adrenalinmuskel. Um 955, also 2 Stunden und 55 Minuten 
nach dem Verbringen in Rohrzuckerlésung, war der Kontroll- 
muskel, dagegen erst um 11 Uhr, also nach iiber 4 Stunden, 
der Adrenalinmuskel gelihmt. Er hatte um 10° noch eine 
deutliche Zuckung gezeigt. 

Im Gegensatz zu dem ebengeschilderten und zu einer 
ganzen Reihe weiterer Versuche konnte ich zweimal eine 
Verlangsamung des Kintritts der Rohrzuckerlahmung beim 
Adrenalinmuskel gegeniiber dem Kontrollmuskel nicht fest- 
stellen. Dieses Verhalten ist aber ohne weiteres verstindlich, 
da hier der zur Adrenalinvorbehandlung verwendete, Muskel 
von yornherein eine weit héhere Permeabilitit aufgewiesen 
hatte, als der Kontrollmuskel. Offenbar vermochte das Adre- 
nalin die urspriinglich stirkere Durchlassigkeit nur insoweit 
auszugleichen, daB die Lihmung in den genannten 2 Fallen 
an beiden Muskeln gleichzeitig eintrat, waihrend sie ohne 
Adrenalin aller Voraussicht nach am Kontrollmuskel spiter 
eingetreten wire. 

In den bisher geschilderten Versuchen traten sehr aus- 
geprigte Verinderungen in der Erregbarkeit des Adrenalin- 
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muskels nicht hervor. Doch erwihnte ich eben, daB fast regel- 
miaBig sich der Muskel in der adrenalinhaltigen Lésung ver- 
langerte. 

AuBerdem fiel auf, daB beim Einleiten der Kalilihmung 
oder auch beim Verbringen des Adrenalinmuskels in isotonische 
Rohrzuckerlésung eine stirkere Kontraktur auftrat als am 
Kontrollmuskel. 

Sehr ausgesprochene Anderungen der Erregbarkeit konnten 
im wesentlichen iibereinstimmend in 4 Versuchen beobachtet 
werden, die anfangs Mirz 1921 an Fréschen angestellt wurden, 
welche eine Reihe von Tagen im Eisschranke gehalten waren. 

Ks zeigte sich nimlich, daB unter Einhaltung eines be- 
stimmten Rollenabstandes, bei dem eine sehr betrichtliche, wenn 
auch nicht maximale Zuckung eintrat, die Zuckungshdhe des 
Muskels unter Kinwirkung des Adrenalins mehr und mehr ab- 
sank, und schlieBlich der Muskel fiir den betreffenden Rollen- 
abstand nahezu oder ginzlich unerregbar wurde, ganz im 
Gegensatz zu dem Verhalten des Kontrollmuskels (beide Muskeln 
waren wie gewodhnlich in demselben Stromkreis hintereinander- 
geschaltet), der wihrend der ganzen Versuchszeit annihernd 
die gleiche Zuckungshoéhe beibehielt. 

Wurde nunmehr der Rollenabstand erheblich verringert, 
so zuckte der adrenalisierte Muskel wieder und die Zuckungs- 
héhe war ganz erheblich gréSer, als an dem nicht adrenali- 
sierten Kontrollmuskel. 

Im folgenden sei ein derartiger Versuch kurz geschildert. 


Versuch 5. 5. Marz 1921. 
(Protokoll Nr. 29.) 

Rana esculenta. Gefangen am 15. Februar 1921. Der 
Frosch hatte sich 4 Tage im Eisschranke aufgehalten. Beide 
Muskeln wurden um 114° vorm. eingespannt. Muskel A kam 
in 20 ccm Ringerlésung ohne Natriumbicarbonat, Muskel B in 
die gleiche Menge derselben Liésung unter Zusatz von Adre- 
nalin 1:100000. 3 Minuten spiter, um 114%, betrug die 
direkt gemessene Zuckungshéhe bei einem Rollenabstand 
von 13cm: 











Die Einwirkung des Adrenalins auf die Permeabilitiit usw. 263 


Uhr A Kontrollmuskel B Adrenalinmuskel 
11* 19 mm 26 mm 

11° 20 23 

12% 23 13,5 

12% 25 13,0 

12% 24 4 

1217 24 3.5 

125° 25 2 


Um diese Zeit wurde beiderseits die Ringerlésung ge- 
wechselt, die des Muskels B war mit der gleichen Menge Adre- 
nalin wie vorher versetzt. 

Um 1°? wurde die Zuckungshéhe beider Muskeln nochmals 
beim gleichen Rollenabstand aufgeschrieben. Es betrug die 
Zuckungshéhe 


Uhr bei Muskel A bei Muskel B 
| foes 24 mm 1,5 mm 


An dem Muskel B war also wahrend nahezu zweistiin- 
digen Aufenthalts in der adrenalinhaltigen Ringerlésung bei 
gleichbleibendem Rollenabstand die Zuckungshéhe auf einen 
geringen Bruchteil ihres Ausgangswertes herabgesunken, wihrend 
sie sich beim Kontrollmuskel A auf unverinderter Hohe ge- 
halten hatte. Nunmehr wurden beide Muskeln beim Rollen- 
abstand 5 gereizt. 

Das Ergebnis dieser Reizung (1 **) war bei Rollenabstand 5: 


Uhr bei Muskel A bei Muskel B 


1 34 32 mm 41mm 


Bei Vergré8erung des Rollenabstandes auf 12cm zeigte 
am 1": 


Muskel A Muskel B 


R.-A. 12 as 24 mm 8 mm 
Zuckungshéhe 


Eine Stunde 24 Minuten spiter, um 25°, wurde wiederum 
bei Rollenabstand 13 gereizt. 


Muskel A Muskel B 
R.-A. 13 a” 24 mm 1,5 mm 
Zuckungshéhe 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX. 18 
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Eine Wiederholung der Reizung bei 5 cm Rollenabstand 


um 3° ergab fir 
Muskel A Muskel B 
R.-A. 5 3 09 32 mm 41mm 


Es ergibt sich also aus dem Versuch, daf die Erregbar- 
keit des Adrenalinmuskels fiir einen gleichbleibenden von vorn- 
herein submaximalen Reiz im Verlauf von weniger als 2 Stunden 
mehr und mehr absinkt, bis der Muskel schlieBlich fiir die in 
Frage kommende Reizstirke nahezu unerregbar geworden ist; 
der Kontrollmuskel zeigt wihrend der gleichen Zeit keinerlei 
Verainderungen seines Verhaltens. 

Wird nun aber der Reiz erheblich verstirkt, so zeigt der 
bei geringem Rollenabstand fast unerregbar gewordene Adre- 
nalinmuskel eine erheblich gréBere Zuckungshéhe als der 
Kontrollmuskel ohne Adrenalin. 

Erneute Abschwichung des Reizes (135 Rollenabstand 12, 
25° Rollenabstand 13) zeigt fiir den Kontrollmuskel wiederum 
weit gréBere Zuckungshoéhe als fiir den Adrenalinmuskel, er- 
neute Verstirkung (Reizung um 3° Rollenabstand 5) das um- 
gekehrte Verhalten. 

Wie schon erwihnt, machte ich bei einer Reihe von Kis- 
schrankfréschen des gleichen Fanges ganz die gleiche Beob- 
achtung. Unter der Kinwirkung des Adrenalins wurde die 
Schwellenerregbarkeit herabgesetzt, die Kontraktilitét des 
Mukels bei Anwendung stirkerer Reize aber gesteigert. 

Ich méchte in eine genauere theoretische Erérterung dieses Phiino- 
mens an dieser Stelle nicht eintreten; doch erscheint das Verhalten des 
Muskels auf Grund der von Embden und Adler entwickelten Vor- 
stellungen vielleicht verstiindlich, Embden und Adler nehmen an- 
daB eine plétzlich eintretende Permeabilititssteigerung von Muskelfaser- 
grenzschichten ein notwendiges Glied in der Kette der zur Muskelkon- 
traktion fiihrenden Vorgiinge sei. Es wire von vornherein durchaus 
denkbar, daB fiir einen optimalen Reizerfolg ein plétzlicher Anstieg der 
Permeabilitiit bis zu einem ganz bestimmten Permeabilitiitsgrade not- 
wendig ist. Wenn die Ruhepermeabilitét eine ganz besonders geringe 
ist, was beim Adrenalinmuskel tatsiichlich der Fal! ist, so kommt es 
unter Einwirkung schwicherer Reize vielleicht deswegen nur zu solch 
geringfiigiger oder gar keiner Kontraktion, weil die unter der Einwir- 
kung des Reizes auftretende Permeabilititssteigerung zu gering ist, bei 
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Reizverstiirkung kann aber der optimale Permeabilitiitsgrad erreicht 
werden, und nun kommt es vielleicht gerade wegen der Steilheit und 
Stirke des Permeabilititsanstieges zu besonders hohen Zuckungen. 

Allem Anschein nach beschrinkt sich die permeabilitiitsmindernde 
Wirkung des Adrenalins nicht auf den quergestreiften Muskel. Wenigstens 
scheint aus Versuchen, die Kauffmann an der Medizinischen Klinik 
in Frankfurt ganz unabhingig von den geschilderten anstellte, und iiber 
die er in der Diskussion zu meiner Mitteilung auf dem Wiesbadener 
KongreB 1921 berichtete, hervorzugehen, daB auch die Froschhaut unter 
der Einwirkung des Adrenalins einen Zustand verringerter Permeabilitit 
annimmt. 

Es erscheint als méglich, ja, wie ich glaube, als sehr wahrschein- 
lich, da8 manche friiher beobachtete Adrenalinwirkung, namentlich auch 
solche therapeutischer Natur, durch Verminderung der Permeabilitiit von 
Zellgrenzschichten hervorgerufen werden. In erster Linie sei hier an 
die sekretionsvermindernde Wirkung des Adrenalins beim Asthma bron- 
chiale und beim Heuschnupfen erinnert, die sich als Folge einer unter 
dem Einflu8 des Adrenalins auftretenden Abdichtung von Grenzschichten 
secernierender Epithelien ohne weiteres erkliren lieBe. 

Auch die verschiedentlich, namentlich von Strasburger, beob- 
achtete giinstige Wirkung des Adrenalins bei chronischer Ruhr diirfte 
in aibnlicher Weise erklirlich sein. 

Inwieweit auch fiir andere bereits bekannte Adrenalinwirkungen 
eine etwa auftretende Permeabilitiitsminderung ursichlich in Betracht 
kommen kann, soll hier nicht weiter erértert werden. 


Zusammenfassung. 


1. Chemische und biologische Methoden, die zur Messung 
der Permeabilitit von Muskelfasergrenzschichten dienen, ergeben 
iibereinstimmend, daB Adrenalin die Fahigkeit besitzt, 
die Durchlassigkeit der Zellgrenzschicht des quer- 
gestreiften Froschmuskels herabzusetzen. 

Dieses Resultat wird gewonnen: 


a) In einer gréBeren Anzahl von Versuchen, in denen 
konstant der Austritt von Phosphorsiure aus dem Muskelinnern 
beim Adrenalinmuskel erheblich vermindert ist; 

b) in einer Versuchsreihe, in welcher der spatere Kintritt 
der Kalilihmung am Adrenalinmuskel in Erscheinung tritt; 

c) in einer Versuchsreihe, in welcher der verlangsamte 


Eintritt der Lahmung in isotonischer Rohrzuckerlésung am 
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adrenalinvorbehandelten Muskel gegeniiber dem Kontrollmuskel 
festgestellt werden kann. 

2. Die zellabdichtende Wirkung des Adrenalins tritt rasch 
ein und bleibt am ruhenden Muskel auch nach Entfernung 
des Adrenalins aus der Umgebungsfliissigkeit lange Zeit be- 
stehen. Sie kann auch durch subkutane Injektion von Adre- 
nalin am lebenden Frosch hervorgerufen werden. 

3. Dieser charakteristische EinfluB des Adrenalins auf 
Zellgrenzschichten (bei dem vielleicht sympathische Nerven- 
endigungen beteiligt sind), wird auch noch in Verdiinnungen 
von 1:10 Millionen regelmiBig beobachtet. 

4. Unter gewissen Bedingungen (Verwendung von Winter- 
fréschen, die einige Tage im Eisschrank gehalten wurden), 
konnte unter der Adrenalineinwirkung eine starke Herab- 
setzung der Reizschwelle beobachtet werden; bei Ein- 
wirkung starker Reize dagegen weist der Adrenalinmuskel 
eine weitaus gréBere Zuckungshéhe auf, als der Kotrollmuskel. 
Offenbar tritt also unter diesen Umstinden gleichzeitig mit 
der Herabsetzung der Schwellenerregbarkeit eine Steigerung 
der Kontraktilitit des Muskels ein, 

5. Verschiedene bekannte Einwirkungen des Adrenalins 
werden auf die permeabilititsvermindernde Wirkung dieser 
Substanz zuriickgefiihrt. 





Uber Eisensalze der Dipyrrylphenylmethanfarbstoffe 
und tiber Triphenylpyrrylmethane. 


I]. Mitteilung. 
Uber Diphenylpyrrylcarbinol und seine Umwandlungsprodukte. 


Von 


Hans Fischer und Maria Kaan. 





(Aus dem organ.-chem. Laboratorium der Technischen Hochschule Miinchen.) 
(Der Redaktion zugegangen am 26, Marz 1922.) 


Die bisherigen Ausfiihrungen iiber Dipyrrylphenylmethan- 
farbstoffe1) haben viele Analogien mit den Triphenylmethan- 
farbstoffen gezeigt, aber in einem nicht unwesentlichen Punkt 
war eine Differenz vorhanden. Es ist bis jetzt nicht gelungen, 
Carbinole zu fassen, die dann beim Behandeln mit Sauren 
in Farbstoffe iibergehen miBten. Das ist nunmehr in der 
Diphenylpyrrylmethanreihe gelungen. 

Wir synthetisierten mit Hilfe der Grignardschen Reak- 
tion in der Kilte aus Dimethyldicarbithoxypyrrol und Phenyl- 
magnesiumbromid das schén krystallisierende Carbinol I. 


H,C;——,CO0C,H, 
| | + 2C,H;MgBr 
H;C,00C\_ AEs 
NH 
H,C-——CO0C,H, 
— C,H | ! I, 

; “o— \CH, 

Ci | “G 
OH 


Dies ist ausgezeichnet durch ein schén krystallisierendes Pikrat. 





1) I. Mitteilung, diese Zs. Bd. 115, S. 77 (192i). 
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Nach der Analyse ist es sicher, daB nur ein Carbithoxy- 
rest des Pyrrolkernes in den tertiiren Alkohol ibergefihrt 
wurde, und wenn auch im allgemeinen bei den Pyrrolen die 
Alphastellung die bevorzugte ist, so muBte dennoch die Kon- 
stitution in dem oben angegebenen Sinne I bewiesen werden. 
Durch katalytische Reduktion gelang es leicht, das Carbinol I 
zum entsprechenden Methan zu reduzieren. 


H, COOC,H, 
C,H 
: ‘yo on, 


DaB die hier angegebene Konstitution die richtige ist, 
wurde exakt dadurch bewiesen, daB Benzyhydrol in Eisessig- 
lésung mit 2,4-Dimethyl-3-Carbiathoxypyrrol sich glatt zu einem 
Diphenylpyrrylmethan kondensieren l4Bt, dem nur folgende 
Konstitution zukommen kann 








C,H, H,C-——CO00C, H, 
qe } || 
H:OH iN , 
onion "HK oH, 
C,H, NH 
H,C;-——,C000,H, 
CHa H | | 


Damit ist die Konstitution des obigen Carbinols im Sinne der 
angegebenen Formulierung festgestellt. 

In Ubereinstimmung mit dieser Formulierung steht auch 
die Tatsache, daB unter den gleichen Bedingungen wie oben 
angegeben eine Umsetznng in der f-Stellung nicht erzielt 
werden konnte. Untersucht wurde Trimethylcarbathoxypyrrol, 
und das unverainderte Ausgangsmaterial wiedergewonnen. 

Kocht man das oben angefiihrte Carbinol I mit Lisessig, 
so geht es in eine intensiv gefarbte Verbindung iiber, die nach 
der Analyse um 1 Molekiil Wasser drmer ist. Es kann keinem 
Zweifel unterliegen, daB der Vorgang im Sinne der folgenden 
Formulierung erfolgt 
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H,CC-—-—-C—C00C,H, 


CoH. | | —> C,H, | ; , 
c—cl !c—cu, Sc=c CH, 
OH’ | yi nf ‘Se 

OH Hi 


d.h. daB der Pyrrolkern in die Pyrrolenform iibergeht. 
Dieses Verhalten ist vollkommen analog bei den Triphenyl- 
methanen, wo ja auch das Fuchson von Baeyer aus p-Oxy- 
triphenylcarbinol durch Abspaltung von Wasser erhalten wurde. 
nur da8 in unserem Falle sich die Wasserabspaltung sehr viel 
leichter vollzieht, was durch die Nachbarstellung der Imino- 
und der Oxygruppe sich ohne weiteres erklart. Hiernach ist 
es sehr wahrscheinlich, daB auch bei den in der I. Mitteilung 
beschriebenen Dipyrrylphenylmethanfarbstoffen sich die Farb- 
stoffbildung analog iiber ein Carbinol durch Oxydation bildet. 
Natiirlich ist auch die direkte Dehydrierung méglich und in 
Fortsetzung der friiheren Versuche wurde der Terephthal- 
aldehyd mit 2,4-Dimethyl-3-Carbathoxypyrrol kondensiert in der 
Hoffnung, daB die Kondensation an beiden Aldehydgruppen 
stattfinden und ein Tetrapyrryl p. Xylol entstehen wiirde. Es 
wurde aber ein Produkt von folgender Konstitution erhalten: 
H,C,00CC; CCH, 


Hoc 0. a 
NH ae aa ai | | 
m 7 YS 


H,CC~ Cc 


H,C,00C0C-——ccH, 

DaB die zweite Aldehydgruppe nicht reagiert hatte, geht daraus 
hervor, daB leicht ein Phenylhydrazon erhalten werden konnte. 
Dies Verhalten der einseitigen Kondensation steht im Ein- 
klang mit den Resultaten Léws?), der Terephthalaldehyd mit 
Dimethylanilin kondensiert hat und so zum Leukomalachit- 
griinaldehyd gekommen ist. Auch die Perkinsche Synthese 
verliuft beim Terephthalaldehyd nur einseitig. 








1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 231, 8. 361 (1885). 
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Bei der eben beschriebenen Leukoverbindung gelang es bis 
jetzt unter den in der I. Mitteilung angegebenen Bedingungen 
weder Carbinol noch Farbstoff zu erhalten, ebensowenig wie bei 
den Kondensationsprodukten von Anisaldehyd oder Benzaldehyd 
mit Pyrrolen. Man kénnte deshalb glauben, daB bei den Di- 
phenylpyrrylmethanen es nicht ein Pyrrolrest ist, sondern der 
Benzolring, der in den chinoiden Zustand iibergeht, und 
dadurch die Farbe bedingt. Es wire dann das verschiedene 
Verhalten der eben genannten Diphenylpyrrylmethane gut er- 
klirlich, denn vom Dimethylaminophenylrest ist ja bekannt, 
daB er auBerordentlich leicht in den chinoiden Zustand iiber- 
geht. Auffallenderweise scheint jedoch auch der oben an- 
gefiihrte Leukomalachitgriinaldehyd nur schwierig in den ent- 
sprechenden Farbstoff iiberfiihrbar zu sein. Weitere Unter- 
suchungen miissen hier véllige Klarheit bringen.") \ 


Experimenteller Teil. 


Darstellung von 2,4-Dimethyl-3-Carbathoxypyrryldiphenyl- 
carbinol mit der Grignardschen Reaktion. 


CH, -C-——,C- COOC,H, 
| | 
C,H,00C-C\__C-CH, 


NH 


+ C,H,MgBr 


CH,-C-—~—C-C00C.H, 


incest vy cl .C-CH 
C,H,” | ‘ss 
OH 


Ansatz: 5g 2,4-Dimethy]l-3,5-dicarbaithoxypyrrol, 
Grignardverbindung aus 20 g Brombenzol. 

Die in Ather wenig lésliche Pyrrolreaktionskomponente 
léste sich ziemlich vollstindig in der Grignardschen Lésung. 
Es trat Braunfarbung und eine reichliche Fallung eines weiBen, 
sandigen Niederschlages ein. Nach ca. 10 Tagen wurde mit 
Kis und Chlorammoniumlésung (nicht Schwefelsiure) zersetzt, 





1) Die gemeinschaftliche Untersuchung muBte in diesem Stadium 
aus iiuBeren Griinden abgebrochen werden. 





Uber Eisensalze der Dipyrrylphenylmethanfarbstoffe usw. 271 


ausgeaithert und mit Natriumsulfat getrocknet. Nach dem 
Abdestillieren des Athers erstarrte die ganze Masse krystalli- 
nisch. Zur ersten Reinigung wurde mit Petrolither verrieben 
und abgesaugt. Ausbeute an Rohprodukt (petrolaitherfeucht ge- 
fillt) 6 g. 

Der K6rper wurde 2—3mal in Alkohol gelést und mit 


Wasser gefillt. Er bildete rein weiBe, lange, stumpfe Nadeln 
vom Schmelzpunkt 156°. 


I. 0,1469 g Substanz gaben 0,4072 g CO, und 0,0883 g H,0. 


Il. 0,1733 g ; » 0,4808g¢ CO, ,, 0,1051 g H,O. 
III. 0,1804 g ; , 0,5000g CO, ,, 0,1030 g H,O. 
IV. 2,85 mg’) “5 » 0,104 em N, bei 19° und 751 mm Hg. 
V. 5,945 mg »  0,211cemN, , 19° ,, 751 mm Hg. 
Ber. Molgew. = 349. Gef. Molgew. = 325. 
Ber. 75,64 °, C 6,59 9, H 4,01 9/, N 
Gef. 75,62 6,72 4,22 
75,69 6,78 4,10 
75,59 6,38 aap 


Die Substanz war leicht léslich in Ather, Alkohol, Chloro- 
form, Benzol, Pyridin und Eisessig. Der in Alkohol geléste 
Kérper gab mit Diazobenzolsulfosiure und Sodalésung nach 
dem Ansiuern Abscheidung eines gelben Oles. 

“hrlichsche Aldehydreaktion in der Kalte negativ, in 
der Hitze positiv. Mit konz. Salzsiure erhitzt, gab der Kérper 
Gelbfarbung, mit konz. Schwefelsiure Gelbrotfirbung. Die 
Lésung in Kisessig war gelbrot und dunkelte bei laingerem 
Stehen stark nach. 

Versuche, das Carbinol in das Chlorid iiberzufiihren, um 
von da aus ein Radikal mit Pyrrolkern darzustellen, sind bis 
jetzt ohne Erfolg geblieben, jedoch sollen sie mit geeignetem 
Material wiederholt werden. 

Kondensationsversuche des Carbinols mit Dimethylanilin, 
Phenol und Pyrrolen in Hisessig unter den in der I. Mitteilung 
angefiihrten Bedingungen ergaben stets das gleiche Resultat 
wie die Behandlung mit EKisessig allein. 





1) Fri. Russo danken wir fiir die Ausfiihrung dieser Mikro- 
analysen bestens. 
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Pikrat des Carbinols L. 


Das Carbinol I wurde in Chloroform gelést und mit Athe- 
rischer Pikrinsdéurelésung versetzt. Daraus wurde mit wenig 
Petrolither das orange gefirbte Pikrat gefallt. Schmelz- 
punkt 181° (scharf unter Zersetzung) beim raschen Erhitzen. 
Nach AbschluB der Untersuchung wurde festgestellt, daB es 
sich nicht um das Pikrat des Carbinols handelt, sondern der 
Analyse nach um das Pikrat des Farbstoffes. 

0,1433 g Substanz gaben 0,3147 g CO, und 0,0581 g H,0. 


0,1271 g re » 11,0 eem N, bei 16° und 760 mm Hg. 
C,,H,,.N,O, (560,23) ber. 59,989, C —_gef.. 59,91°/, C 
4,32°/, H 4,04°/, H 
10,00°/, N 9,51°/) N 


Der Farbstoff gibt jedoch kein Pikrat. Offenbar ist Ather- 
bzw. Salzbildung zwischen der OH-Gruppe der Pikrinsiure 
und dem Carbinol eingetreten, eine Beobachtung, die weiter 
verfolgt wird. 


Kinwirkung von heifem Hisessig auf Carbinol I. 


1,1 g Carbinol I wurden in 20 ccm Eisessig 2 Stunden 
lang unter Riickflu8 erhitzt. Intensive Gelbfirbung. Nach 
Abkiihlen und Versetzen mit wenig Wasser schied sich ein 
hellgelber, krystallinischer Kérper ab, der abgesaugt, getrocknet, 
leicht aus Alkohol umzukrystallisieren war. Feine gelbe Nadeln. 
Schmelzpunkt 178°. Unzersetzt destillierbar. (Reagenzglas- 
versuch.) 

0,1438 g Substanz gaben 0,0846 g H,O und 0,4198 g COQ,. 


0,1448 g ‘a » 5,6 cem N, bei 16° und 722mm Hg. 
0,1146 g - »  4,7ceem N, ,, 15,6° und 709mm Hg. 
5,176 mg re » 15,086 mg CO, und 2,889 mg H,O. 

6,877 mg - gelést in 1,19 g absolutem Alkohol bewirkten 


eine Siedepunktserhéhung von 0,022°. 
Fiir C,,H,,O,N Molgew. 331,18,') 
gef. 302. 
Ber. 19,71 % C 6,39 %, H 423 %N 
gef. 79,64 79,49") 6,59 6,25 4,33 4,52 





*) Fir die Ausfithrung dieser Mikroanalysen danken wir Herrn 
F. Reindl auch an dieser Stelle bestens. 
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Die Substanz ist in Alkohol und Kisessig in der Hitze 
leicht, in Aceton, Chloroform, Benzol, Essigester auch kalt leicht 
léslich, in Wasser und Ligroin kaum ldslich. 


Katalytische Hydrierung von Kérper I. 
CH, .C;,— rd. .COOC,H, CH;. i 1 vs .COOC,H; 
On Hoe Ad c.cH, FE, G5 sHi>e- a 2 IC.CH, +H,0. 


1 g Carbinol wurde in 30 ccm Eisessig gelést (mit gelb- 
roter Farbe léslich) und mit 0,1 g Platin unter Wasserstoff 
geschiittelt. Es fand zunaichst sehr rasche, dann langsamere 
Wasserstoffabsorption statt. 

Nach etwa 18stiindigem Schiitteln war keine Absorption 
mehr zu konstatieren. Die Lésung war sehr stark aufgehellt. 

Der Eisessig wurde abdunsten gelassen und der krystalli- 
sierte Riickstand zweimal aus Alkohol umkrystallisiert. Schmelz- 
punkt 138°. 

Der K6rper ist léslich in Benzol und Chloroform, krystalli- 
siert in farblosen Nadelchen. Mit konzentrierter Schwefelsiure 
gab er Gelbrotfirbung wie das Ausgangsmaterial. Die Aldehyd- 
reaktion ist in der Kalte negativ. Beim Kochen trat schwache 
Rotfarbnng ein. Mischschmelzpunkt mit dem Ausgangsmaterial 
(vom Schmelzpunkt 151,5°) 120° (starke Depression). 

0,1301 g Substanz gaben 0,0829 g H,O und 0,3769 g CO,- 

Fiir C,,H,,0,N (349,18) ber. 79,23 °/, C 6,96 °/, H 
gef. 79,01 7,13 


Kondensation von Benzhydrol mit 2,4-Dimethyl- 
3-Carbathoxypyrrol. 


1g Benzhydrol und 0,9 g 2,4-Dimethyl-3-Carbithoxypyrrol 
wurden in 15 ccm Hisessig gelést und 1 Stunde zum Sieden 
erhitzt. Man 1li8t abkiihlen, versetzt mit heiBem Wasser, 
worauf besonders nach Impfen ein weifer Krystallbrei ausfallt. 
Zur Analyse wurde aus Alkohol umkrystallisiert. Im Schmelz- 
punkt sowie in allen Eigenschaften ist vollkommene Uberein- 
stimmung mit dem Reduktionsprodukt des Carbinols II auch 
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der Mischschmelzpunkt ist der gleiche. Die Konstitution des 
Carbinols II ist damit einwandfrei festgestellt. 
0,1428 g Substanz gaben 0,0935 g H,O und 0,0453 g CO,. 


Ber. 79,23°%, C 6,96°, H 4,21 % N 
Gef. 79,34 7,32 — 


Anwendung der Grignardschen Reaktion auf 2,3,5-Tri- 
methylpyrrol-4-carbonsiureester und Brombenzol. 


Ansatz: 5g 2,3,5-Trimethylpyrrol-4-carbonsiureester. 

Grignardverbindung aus 16g Brombenzol, kalt 10 Tage 
lang stehen lassen. 

Nach Zersetzung des Réhreninhaltes wie gewdhnlich wurde 
ausgeiithert und der Ather abdestillert. Ks blieb unverindertes 
Ausgangsmaterial zuriick (Schmelzpunkt 104°). Mischschmelz- 
punkt mit dem Ausgangsmaterial zeigte keine Depression. Auch 
in der Hitze bei einstiindigem Kochen verlief der Versuch 
negativ. 


p-Bis(2, 4-dimethyl-3-carbathoxypyrryl)-methyl-anisol.’) 

Je 2g Anisaldehyd und 2,4-Dimethyl-3-carbithoxypyrrol 
wurden in 20 ccm absolutem Alkohol gelést und durch 1 ccm 
konzentrierter Schwefelsiure kondensiert. Die Fliissigkeit 
farbte sich dunkelbraun; sie wurde mit 200ccm Wasser ver- 
diinnt, unbeschadet eines dabei ausgefallten braunen d6ligen 
Produktes mit Soda alkalisch gemacht und durch Wasserdampf- 
destillation von iiberschiissigem Aldehyd befreit. Das mit 
Wasserdampf nicht tibergegangene graue Harz erstarrte bei 
Erkalten und wurde mit wenig Alkohol verrieben, die Substanz 
dann nochmals in Alkohol gelést und durch Wasser krystalli- 
siert ausgefallt. Der Schmelzpunkt 170° stimmt mit Feists?) 
Angabe iiberein. Die Substanz lést sich sehr leicht, schon in 
der Kilte, in Athyi- und Methylalkohol, Ather, Benzol, Aceton, 
Chloroform und Essigester, schwer nur in Wassersiuren. Die 





1) Die jetzt beschriebenen Versuche hat Frl. Viktoria Luckmann 
ausgefiihrt; die Mikrobestimmungen verdanke ich Prof. Dr. Philippi, 
dem ich auch an dieser Stelle herzlich danke. H. Fischer. 

*) Chem. Ber. Bd. 35, S. 1647 (1902). 
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Ausbeute an reinem Produkt betrug 0,4 g und ist bei Anwendung 
von Kaliumbisulfat als Kondensationsmittel bedeutend geringer. 


Fiir C,,H,,0,N, ber. als Molekulargewicht 452,4. 
gef. 469. 
0,498 g Substanz gaben in 10,44 g¢ absol. Alkohol 0,117° Siede- 
punktserhéhung. 


Die alkoholische Lésung des Korpers gibt mit 10°/, waB- 
riger Kisenchloridlésung in der Kalte keine Farbung, nach 
einigem Krhitzen wird die Lésung orangebraun; das Spektrum 
zeigt vollstiindige Absorption im Blau und der dem Blau be- 
nachbarten Hilfte vom Griin. Nach Verdiinnen mit viel Wasser 
wurden zwei Absorptionsstreifen, im Griin und im Blau, beobachtet. 


p-Bis-(2,5-Dimethyl-3-carbathoxypyrryl)-methylbenzaldehyd. 

0,7 g Terephthalaldehyd und 1,7 g 2,5-Dimethyl-3-carb- 
ithoxypyrrol wurden in 20ccm Alkohol gelést und durch 
1 ccm konzentrierte Salzsiiure kondensiert. Das nach kurzem 
Kochen auskrystallisierende Kondensationsprodukt wurde aus 
Alkohol umkrystallisiert. Die Hauptmenge der Substanz war 
in heiBem Alkohol leicht léslich, ein kleiner Teil blieb ungelést. 
Dieses Nebenprodukt ist auch in Essigester, Benzol, Chloroform, 
Aceton, Wasser, verdiinnten Saiuren und Alkalien unléslich, 
liBt sich aber aus Anilin, Nitrobenzol oder Pyridin umkrystalli- 
sieren. Das Produkt ist halogenfrei und zersetzt sich bei 
270°. Bei einem zweiten Kondensationsversuch durch konzen- 
trierte Schwefelsiure statt Salzsiure war das alkoholschwer- 
lésliche Nebenprodukt nur in sehr geringer Menge ent- 
standen. 

Der Schmelzpunkt des aus Alkohol umkrystallisierten Kon- 
densationsproduktes stieg trotz wiederholtem Umkrystallisieren 
nicht iiber 202,5° Der Kérper lést sich schon in der Kilte 
leicht in Aceton, Kisessig, leicht in heiBem Essigester, Chloro- 
form und Alkohol, schwerer in Benzol, Ather und Petrolither. 

Fir C,,H,.0;N, ber. 69,30 °/, C, 6,71 °/, H, 6,22 °/) N 


gef. 70,16 7,05 6,59 
69,74 6,88 6,34 
6,43 


6,34 


* 
€ 
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6,525 mg Substanz gaben 16,18 mg CO, und 4,11 mg H,0O. 


6,005 mg - »  15,35mg CO, , 38,69mg H,0. 

8,295 mg “ » 0,186 ccm N, bei 18° und 756 mm. 
15,615mg ss, »  0,862cem N, ,, 21° ,, 752 mm. 
5,723 mg »» | verbrauchten 1,84 eemn/10-Siure entsprechend NH,- 
5,65 mg “7 - 1,79 cem n/10- Siure ‘ NH. 


0,1 g Dipyrrylmethylbenzaldehyd wurde in wenig Alkohol 
gelést und mit 2 Tropfen Phenylhydrazin versetzt; da keine 
Krystallisation eintrat, wurde das Hydrazon durch Wasser 
ausgefallt, durch Verreiben mit verdiinnter Salzsiure und 
Wasser von eventuell noch vorhandenem Phenylhydrazin be- 
freit und nochmals aus einer alkoholischen Lésung durch 
Wasser ausgefallt. 


Fiir C,,.H,,0,N, ber. 10,37 °/,) N. 
gef. 10,17 


4,21 mg Substanz gaben 0,378 cem N, bei 22° und 744 mm. 


Das Hydrazon lést sich schon in der Kalte leicht in 
Alkohol, Essigester, Aceton, Kisessig und Chloroform, bei 
Erwairmen in Benzol und fallt daraus bei Erkalten wieder 
amorph aus, es ist sehr schwer ldslich in Wasser, Ather und 
Petrolither. Die Chloroformlésung ist dunkelblau gefirbt, die 
anderen Lésungen braun; aus der Chloroformlésung wird durch 
Petrolither eine graue amorphe Substanz ausgefiallt. 

Mit 10°/,iger waBriger Kisenchloridlésung gibt die alko- 
holische Lésung des Dipyrrylmethylbenzaldehydes nach einigem 
Kochen eine braunrote Farbung, die Lésung absorbiert das 
ganze Spektrum auBer Rot; bei entsprechendem Verdiinnen 
sind keine deutlichen Absorptionsstreifen zu beobachten, es 
findet nur eine allgemeine Verdunklung von Griin und Blau statt. 
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Die Rolle der Vitamine im Zellchemismus. 


Bemerkungen 
zu der ,,.Ergainzung“ von Emil Abderhalden.?) 
Von 


W. R. Hess. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat zu Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 18. April 1922.) 





Abderhalden fiihrt eine Anzahl Arbeiten an, in welchen 
er auBer den von mir zitierten iiber in das Titelthema?) ein- 
schlagende Untersuchungen berichtet. Ferner stellt er das 
zeitliche Verhaltnis seiner Forschungen zu einer von mir vor 
den Untersuchungen Abderhaldens genannten Publikation 
von Freudenberg und Gyorgy fest. Diese ,,Erginzung“ an- 
erkenne ich gerne alssolche. Mit Entschiedenheit weise ich 
aber die Behauptung Abderhaldens als unzutreffend 
zuriick, daB in diesen Mitteilungen die Schliisse, die ich aus 
meinen Beobachtungen ziehe, bereits gezogen seien ,und zwar 
an Hand ganz eindeutiger experimenteller Untersuchungen.“ 

Damit beansprucht Abderhalden die Gleichstellung 
der Erwagung von Méglichkeiten mit experimenteller 
Beweisfiihrung. Zur Kennzeichnung der Unbestimmtheit 
seiner noch in der letzten von ihm selbst zitierten Publikation*) 
eingenommenen Stellungnahme dient folgender Satz: ,,Es spricht 
manches dafir,*) da®B die ganzen Erscheinungen“ (gemeint 
sind die Symptome der Taubenberiberi) ,mit der herab- 





1) Emil Abderhalden, Diese Zs. Bd. 119, 8. 117. 

2 Diese Zs. Bd. 117, S. 284. 

*) Emil Abderhalden, Pfliigers Arch. Bd. 193, S. 329. 
*) Im Original nicht fett gedruckt. 
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gesetzten Oxydationsméglichkeit der Zellen zusammen- 
hangen.“ 

Tatsichlich fehlen Abderhalden die Unterlagen, in seinen 
SchluBfolgerungen weiter zu gehen. Mit dem Befund einer 
reduzierten Gewebeatmung kann noch nichts dariiber ausgesagt 
werden, ob es sich dabei um Ursache — ob um Folge- 
oder schlieBlich um eine Begleiterscheinung handelt, welche 
den ibrigen, bereits bekannt gewesenen Beriberisymptomen 
parallel zur Seite stehen. 

Der Kernpunkt des Gegensatzes zwischen der Auffassung von 
Abderhalden und von mir liegt in der Auswertung meiner 
Blausiiureversuche, wihrend die Resultate meiner Invitroversucbe 
fiir sich genommen nichts anderes sind und sein sollen als eine 
Bestiitigung und Erweiterung der Untersuchungen von Dutcher, 
von Abderhalden und Mitarbeitern und von Freudenberg 
und Gyérgy. Die in diesem Punkte erreichte Ubereinstim- 
mung in den Resultaten voneinander unabhingiger und mit 
verschiedenen Methoden arbeitender Untersuchungen sind fiir 
die Sache sehr erfreulich.") 

Von diesem Punkte aus gehen die Forschungswege Abder- 
haldens und der meinige prinzipiell auseinander. Abderhalden 
sucht, den EHinflu8 auf die Atmung als Indikator beniitzend, 
den oder die wirksamen Stoffe zu erfassen. Mein Versuchsplan 
ist die né&here experimentelle Analyse und die Aufklirung 
des speziellen Charakters der Atmungsinsuffizienz. Diese Ab- 
sicht hatte mich veranlaBt, die Hemmung der Gewebeatmung 
durch Blausiure im akuten Versuch am intakten Tier heran- 
zuziehen. Die Resultate brauche ich an dieser Stelle nicht 
nochmals auszufiihren, da Abderhalden prizisierte, von mir 
nicht schon im voraus beriicksichtigte Argumente, iiber welche 
eine mir sehr erwiinschte Diskussion méglich wire, nicht 
‘uBert. Sein Hinweis, es diirfe nicht iibersehen werden, da 
die mit geschliffenem Reis ernahrten Tiere ganz allgemein sehr 
geschidigt seien, ist tatsichlich von mir nicht iibersehen 
worden, sondern sogar mit Sperrdruck beriicksichtigt! 





1) Die Frage der Methodik bleibt dabei speziell mit Riicksicht auf 
quantitative Interpretation zur Diskussion, bis Vergleichsversuche vorliegen. 
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Jenen Kinwand kénnte man gelten lassen, wenn ich als 
Indikator einer erhéhten Cyankaliempfindlichkeit der Beriberi- 
tiere die Tétung derselben durch fiir Normaltiere nicht letale 
Dosen genommen hatte. Jn Wirklichkeit sieht man den ganzen 
typischen Symptomekom plex in Erscheinung treten. Wenn 
solche Tauben durch fir Normaltiere nicht oder nur wenig 
wirksame Dosen aus dem latenten ins manifeste Stadium der 
Avitaminose iibergefiihrt werden und wihrend einer halben 
Stunde und mehr sich als reine Beriberitauben gebarden, wenn 
sie nachher wieder zur Ruhe kommen und erst in 3 bis 5 Tagen 
mit den gleichen Symptomen spontan erkranken, so ist dies un- 
méglich der Ausdruck einer allgemeinen Schidigung oder 
der Herabsetzung des Himoglobingehaltes, sondern eben einer 
spezifischen Schidigung des Oxydationsmechanismus. Wenn 
Abderhalden die Kontrollversuche ausfihrt, wird er sicher 
selbst anders urteilen als jetzt. Ich stelle ihm auch gerne, 
sofern er der Zuverlissigkeit meiner Registrierungen das Zu- 
trauen schenkt, entsprechende Filmaufnahmen zur Verfigung. 
— Ergiinzend sei hier noch hinzugefiigt, dab Tauben im Zu- 
stand der Hungerinanition, wie aus Versuchen, welche ich 
jetzt zusammenstelle, hervorgeht, diese verminderte Resi- 
stenz nicht zeigen. Gelegentlich fand ich im Gegenteil aus 
verstiindlichen — im Zusammenhang mit der ausfihrlichen 
Publikation erérterten Griinden — erhdhte Widerstandsfihig- 
keit. Ferner sei auch auf eine im Druck befindliche Arbeit 
von A. Fleisch!) verwiesen, durch welche die Ubereinstimmung 
zwischen Vogelberiberi und Blausiureeffekt auch auf das 
Verhalten der Blutgase ausgedehnt wird. 

Ein Punkt muB an dieser Stelle noch besonders hervor- 
gehoben werden: Die Auswertung der in der Literatur bereits 
niedergelegten Erfahrungen tiber Blausiurewirkung auf in vitro 
atmendes Gewebe liBt uns sogar, wie dies speziell auf S. 2977) 
ausgefiihrt ist, eine Vorstellung tiber den Wirkungsmechanismus 
prizisieren. Danach ist nicht die Herabsetzung der Atmung 
an und fir sich, sondern eine Koordinationsstérung im 





1) Erscheint im Arch. fiir exper. Pathol u. Pharmak. 
*) Diese Zs. Bd. 117. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXX. 19 
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Fermentchemismus, eine Diskrepanz zwischen den einzelnen 
Phasen, welche im normalen Geschehen, quantitativ gekoppelt, 
zur ganzen Dissimmilationskette zusammengeschlossen sind, 
das fiir das Auftreten der Beriberisymptome entscheidende 
Moment. Und zwar betrifft die Liision speziell die Phase, 
in welcher der molekulare Sauerstoff in Reaktion tritt. Das 
Gegenstiick ist eine harmonische, d. h. gleichmiBige Verminderung 
aller Phasen speziell der Milchsiurebildung und deren Be- 
seitigung durch Oxydation bezw. Riicksynthese. Hier fallen 
die Ursachen fiir die Reizsymptome weg. Gleichwohl kann 
eine allgemeine Reduktion des Stoffwechsels bestehen. Bei 
dieser Formulierung, auf die ich Gewicht lege, verstehen wir 
die starke Herabsetzung der Gewebeatmung ohne Auf- 
treten der Beriberisymptome bei Hungertauben. Hier 
ist auch die Erklarung fiir die von Abderhalden selbst er- 
hobenen Befunde stark reduzierter Gewebeatmung bei Tauben- 
, die an einer eigenartigen, mit Schleimhautbeligen einhergehenden 
Krankheit litten“!) — also nicht an Beriberi! — Auch 
wenn sich in solchen Fallen die Atmungsinsuffizienz wie bei 
Hungertieren auf andere Gewebe, z. B. Gehirnsubstanz erstreckt, 
bleibt bei der von uns gegebenen Deutung die Pathogenese 
der Beriberi klar, weil das Stichwort derselben nicht Herab- 
setzung sondern Diskrepanz lautet. Es scheint, dab 
Abderhalden bei Abfassung seiner ,,Erginzung“ diesen 
wichtigen Punkt iiberhaupt iibersehen hat. 


1) Emil Abderhalden und Ludwig Schmidt, Pfliigers Arch. 
Bd. 185, 1920. 
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Uber das Spaltungsvermégen der Hefe gegeniiber 




























o- Gf Sdureamiden. 

on ; Von 

nn of -- Walter Dieter. 

ei : staan 

ir a (Aus dem Kaiser Wilhelm-Jnstitut fiir Arbeitsphysiologie, Berlin.) 

f. : (Der Redaktion zugegangen am 24, April 1922.) 

er ff sider 

tr &§ Bei der fermentativen KiweiSspaltung wurde vielfach das 

n- ; Auftreten von NH, beobachtet. Der Gedanke, diese Des- 

no &§ amidierung des NahrungseiweiBes mit seinem Ubergang in 

oh : Harnstoff in Zusammenhang zu bringen, lag nahe. Doch zu 

ei §f der theoretischen Ausdeutung fehlte noch viel. Als Quelle des 

a é NH, kommen einerseits die «-stindigen Aminogruppen der 

se |@  Aminosiuren in Betracht, andererseits die Amidogruppe der 

o- Ff beiden Saéureamide Asparagin und Glutamin. Letztere sind 

iB ja wohl als Bausteine des EiweiBes anzusprechen und nicht 

n die dazu gehérigen Aminosauren, die unter den hydrolytischen 
Spaltprodukten allein isolierbar sind. Die Wahrscheinlichkeits- 

‘ griinde, die fiir diese Auffassung beigebracht werden kénnen, 


sind erst vor kurzem von Osborne?) und Thierfelder?) aus- 1 
fiihrlich erértert worden, so daB ich hier nur auf jene Arbeiten | 
hinzuweisen brauche. 

Die Abliésung der Aminogruppe erfolgt fiir die natiirlichen 
Aminosiuren im Gesamtorganismus sehr leicht und auch bei 
der Durchblutung iiberlebender Organe und bei Organbrei- 
versuchen ist sie beobachtet worden. Inwieweit allerdings im 
letzteren Falle bereits die Resultate gesichert sind, steht noch 
dahin, da bei solchen Organbreiversuchen eine sekundiare In- Ht 
fektion sehr leicht eintritt und die meisten lebenden Mikro- 4 


organismen die Reaktion leicht vollziehen kénnen. Unter den 
19* 
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gereinigten Fermenten besitzen wir keins, das die Aminosiuren 
desamidieren kénnte. Kein iiberraschendes Ergebnis, da wir 
wissen, da ihre Desaminierung unter gleichzeitiger Oxydation 
des Saurerestes erfolgt, eng an die Lebensprozesse der Zelle 
gekoppelt ist und solche Fermente uns noch nirgends in vitro 
zuginglich geworden sind! 

Anders steht es mit der Siureamidgruppe. Hier wird 
NH, durch eine einfache Hydrolyse frei, eine solche kénnen 
wir seit langem beim KiweiB, den Fetten, den Kohlehydraten 
auch mit gereinigten Fermenten durchfiihren. Schultzen und 
Nencki®) waren wohl die ersten, die auf den konstitutionellen 
Unterschied beider Aminogruppen hingewiesen und in diesem 
Gedankengange das Verhalten von Acetamid im Tierkérper 
untersucht haben. Die Substanz erschien unverindert im Harn 
wieder, ein Befund, der mehrfach bestrittea, zuletzt im Cremer- 
schen Institut von Steinhausen*) aber wieder bestitigt 
worden ist. 

Siureamide sind bisher noch wenig systematisch unter- 
sucht, einmal wohl wegen der technischen Schwierigkeiten, die 
solchen scheinbar einfachen Versuchen anhaften, wenn sie exakt 
mit allen nétigen VorsichtsmaBregeln durchgefihrt werden 
sollen, und dann, weil Saéureamide in der Natur wohl keine 
groBe Rolle spielen, mit Ausnahme der zwei oben genannten 
Amide, dem Asparagin und Glutamin, deren Desaminierung 
und Spaltbarkeit daher mehrfach untersucht worden ist. Beide 
sollen ihren einen amidgebundenen Ammoniakrest leicht ab- 
geben. Das ist leicht erklirlich, mu gewissermafen so sein, 
wo die Amide als Stickstoffspeicher erscheinen, wie in vielen 
hdheren Pflanzen. Kiesel®) untersuchte das Spaltungsvermégen 
von etwa drei Wochen alten etiolierten Lupinen, die reichlich 
Asparagin enthalten. Im Prefsaft wurde das Asparagin so 
verandert, daB es sich nicht mehr mit Quecksilbernitrat fallen 
lieB, in durch Kalte abgetéteten Pflanzen verschwand wesentlich 
weniger der Amide, und mit Acetonither hergestellte Ferment- 
dauerpriparate hatten die Fahigkeit der Amidspaltung ein- 
gebii®t. Bei anderen Pflanzen, wie Vicia faba, verhalt sich 
selbst der PreBsaft ebenso unfahig zur Spaltung. 
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Schimmelpilze, Faulnisbakterien spalten die Amide leicht, 
beim Proteus hat sogar das Acetondauerpriparat die Fiahig- 
keit nicht verloren (Nawiasky®), wihrend dies fiir das Mycel 
von Aspergillus niger nicht sicher ist (Shibata’). Wachsende 
und girende Hefe vermag ,,nach tibereinstimmenden Ergebnissen 
zuverlaissiger Experimentatoren“ Asparagin besonders leicht. zu 
assimilieren (Kuler-Lindner®), Hefedauerpraparate und PreB- 
saft dagegen scheinbar nicht. Zu diesem Ergebnis kam in 
sorgfiltigen Untersuchungen H. Pringsheim®), es wurde von 
Abderhalden und Schittenhelm”) bestitigt. Pringsheim 
erklirt den Widerspruch mit der Empfindlichkeit des Ferments 
gegen iiuBere Kingriffe (Behandlung mit Kieselgur, mit Aceton 
oder Ather). Der Frage laBt sich aber auch eine andere bio- 
logische Seite abgewinnen. Fermente werden nur da gebildet 
oder aktiviert, wo sie gebraucht werden. Die Hefe, die in 
Zuckerlisung girt und nicht wachst, verbraucht keinen Stick- 
stoff oder doch nur in sehr kleinen Mengen; sie wire gewisser- 
maBen dem hoheren Tier zu vergleichen, das im Stickstoff- 
minimum lebt. Diese Spuren von Stickstoffverbindungen kénnte 
eine solche Hefe auch in anderer — und vielleicht bequemerer — 
Form in der Nihrlésung vorfinden, in der ja stets einige Hefe- 
zellen autolytisch zerfallen werden. 

Ich habe deshalb zunichst Macerationssaft von Hefe (nach 
Lebedew), der wesentlich reicher an Fermenten ist als der 
PreBsaft, auf sein Spaltungsvermégen gegeniiber Asparagin 
untersucht. Ich wihlte Asparagin, weil es von allen Amiden 
am leichtesten gespalten und von der Hefe am schnellsten 
assimiliert wird, schneller als Proteinstickstoff (Lintner!). 
Ich erhielt wechselnde Ergebnisse. Da im Macerationssaft die 
Desamidase méglicherweise geschidigt war, benutzte ich die 
gewohnliche PreBhefe, die unter Zusatz verschiedener Des- 
inficientien in Wasser aufgeschwemmt wurde. Das Ergebnis 
stets das gleiche: keine Ammoniakabspaltung, wenn der Ansatz 
steril blieb. Ich iiberzeugte mich, wie wichtig es ist, daB 
dauernd die bakteriologische Priifung durchgefiihrt wird. Das 
Ergebnis war nicht anders, als ohne Desinfektion mit Reinkulturen 
gearbeitet wurde. Natiirlich wurde auch hier die Reinzuchthefe in 
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solchen Mengen zugesetzt, da Wachstum ausgeschlossen blieb. 
Auch hier wurde das Asparagin nicht gespalten, es konnte aus der 
Girlésung sozusagen quantitativ zuriickgewonnen werden, nach- 
dem der zugesetzte Zucker vergoren war und die Hefe noch 
girkraftig und steril geblieben war, wie in jedem Fall besonders 
nachgewiesen worden ist. 

Bei dem Ergebnis der Asparaginversuche itiberrascht es 
nicht, daB auch andere Siureamide von autolysierender und 
girender Hefe nicht gespalten werden konnten. Die Versuche 
sind zeitlich friiher angestellt worden als die aseptisch durch- 
gefiihrten Asparaginversuche. Das zugesetzte Amid wurde an- 
nihernd quantitativ zuriickgewonnen und damit bewiesen, dab 
nicht deshalb Ammoniak nicht nachzuweisen war, weil es von 
der Hefe zwar gespalten, aber gleich wieder assimiliert worden ist. 


Versuchsteil. 


Methodik: Die verschiedenen Hefen wurden regelmiabig 
vor ihrer Verwendung unter Zusatz des zu untersuchenden 
Amids auf ihre Giarfaihigkeit untersucht in der Annahme, daB 
bei erhaltener Girfihigkeit das amidspaltende Ferment in 
aktiver Form zugegen sein kann. 

Stets wurden Parallelversuche mit und ohne Zusatz von 
Siureamiden durchgefiihrt, um das schon im Material befind- 
liche NH, zu bestimmen; den Reaktionsgemischen (siehe unten) 
wurden je 2,0 g KHCO, unter Zufiigung von je 10,0 g NaCl 
zugegeben, der in Freiheit gesetzte Ammoniak nach Kriiger- 
Reich und Schittenhelm?’) im Vakuum zu abdestilliert und 


titrimetrisch bestimmt (Indikator: Lakmoid nach Wegkochen: 


der iibergegangenen CO,) Im Vakuum destillieren ist nicht 
unbedingt notwendig. Ich iiberzeugte mich, daB Destillieren 
bei gewéhnlichem Druck unter Zusatz von MgO gleiche Werte 
gibt; auf diese Weise haben vy. Fiirth und Friedmann") ihre 
Versuche durchgefiihrt. Ich blieb aber zur Sicherheit dennoch 
bei der Vakuumdestillation, zumal ich auch andere Amide in 
den Kreis meiner Untersuchungen gezogen habe, die sehr leicht 
hydrolysierbar sind. Fiir jedes Amid wurde auBerdem seine Be- 
standigkeit bei den Arbeitsbedingungen noch besonders gepriift. 
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. A. Versuche mit Asparagin.}) 

1 : Versuch 1: 5 g PreBhefe +5 g 3°/, Thymolalkohol + 
L- : Wasser ad 50,0 g, davon 4 Parallelversuche: 

h 7 1. Ohne Zusatz. 3. + 2,5 g Rohrzucker.’) 

S : 2. +0,2847 ¢ A. 4. +2,5¢ RZ. + 0,2969 g A. 


Nach 24 stiindiger Autolyse bei 28° C. war zur Neutrali- 











. sation des iiberdestillierten Ammoniaks nétig in Kubikzenti- 

d meter n/10-Séure bei: 

1. 0,35 2. 1,80 3. 0,15 4. 1,00. 

: 4 Ergebnis: Keine Spaltung. 

2 Versuch 2: 30 g PreBhefe +5 g Toluol + Wasser ad 

. q 300 g, davon 2 Parallelversuche. 
a 1. Mit 30g RZ. 2. Mit 30g RZ. + 3,00 g A. 
| Autolyse bei 28° C.; tigliche Entnahme von 50g des kriiftig 
durchgeschiittelten Reaktionsgemisches. Verbrauch an Kubik- 

y "| zentimeter n/10-Siure: 

} 5 Nach Tagen: 1.Tag | 2. Tag 3. Tag | 4.Tag | 5. Tag 

i Bei Vers. 1 . 0,20 | 0,15 0,15 | 0,10 0,00 
iM 2. 0,20 | 0,20 0,55 1,255 | 6,20 

| a Ergebnis: Keine Amidspaltung indenersten Tagen. 

; Am 5. Tag sind vom zugesetzten Asparagin 18,6°/, gespalten | 

: gewesen (Infektion ?). { 

| 4 Versuch 38: 50g Prebhefe werden mit 15,0 com 2/1 n- 

) : Sodalésung + Wasser ad 500g 3 Tage lang bei 37° C. unter 

| i Zusatz von etwas Toluol autolysiert, sodann filtriert und das 

, 4 Filtrat in drei gleiche Teile geteilt: | 
: 1. Hefeautolysat + Wasser ad 300,0 g. t 
Q 2, vA + 3,0 g Asparagin + Wasser ad 300,0 g. # 
: 3. ” + 3,0 g 9 es , 300,0 g n. vorherigem lf 
2 Kochen des Filtrats. | 
q Alle drei Proben (Nr, 1 und 2 nach erneutem Toluolzusatz) i 


) Krystallisiertes Asparagin von Kahlbaum mit 1 Mol Wasser, 
im folgenden abgekiirzt als A. bezeichnet. 
*) Fortan mit RZ. bezeichnet. 
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werden fiir 3 weiterc Tage in den Brutschrank gestellt und 
dann wie Versuch 2 weiter behandelt. Ammoniakbestimmungen 
werden teilweise durch Destillation mit MgO bei gewéhnlichem 
Druck ohne abweichendes Ergebnis durchgefiihrt. Verbrauch 
an Kubikzentimeter n/10-Siure: 





Nach Tagen: 3 Tg. | 4 Tg. | 5 Tg. | 6 Tg. | 7 Tg. | 8 Te. 








Bei Vers. 1. . 0,15 0,00 0,00 




















| 0,05 | 0,10 | 0,90 

.s; 6,15 | 11,45 8,70 | 11,40 | 11,55 | 18,05 

, 8.. | 18,45 | 36,50 — | 87,65 _ 41,20 
i : 


Ergebnis: Je langer die Autolyse fortgefiihrt wird, um 
so vollstandiger ist die Abspaltung des Amidstickstoffs; da 
keine bakteriologische Kontrolle durchgefiihrt wurde, laBt sich 
eine Spaltung durch die Hefe weder behaupten noch aus- 
schlieBen. Weitere Versuchsreihen, die teilweise mit anderen 
Desinficientien (Chloroformwasser — kalt gesittigte Benzoe- 
siurelésung — Chloroform + Toluol nach Salkowski"), teils 
mit Hefe, die nicht vorher der Autodigestion unterworfen war, 
angesetzt wurden, hatten das Ergebnis, daB Bakterienwir- 
kung zum mindesten eine sehr groBe Rolle spielen 
muB, denn bei einer 3 Tage lang steril durchgefiihrten Ver- 
suchsreihe lieB sich keine nennenswerte Ammoniakabspaltung 
nachweisen (siehe folgenden Versuch), jedoch blieben die zwei 
Méglichkeiten immer noch offen, da8 die Fermente durch die 
Desinficientien geschidigt und unwirksam gemacht werden 
kénnen, bzw. daB sie tiberhaupt erst bei wachsender und 
girender Hefe auftreten. 


Versuch 4: 50g PreBhefe + kalt gesittigte Benzoesiure- 
lésung ad 500,0 g werden 3 Tage lang bei 37° C. autolysiert, 
filtriert und das klare Filtrat in drei gleiche Teile geteilt: 


1. Hefeautolysat + Wasser ad 300,0 g. 
2. es + 3,0 g Asparagin + Wasser ad 300,0 g. 
3. 


D + 3,0 g %9 Ts », 300,0 g n. vorherigem 
Kochen des Filtrats. 


Verbrauch an Kubikzentimeter n/10-Siure: 








- —@ fy 
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8 Tg. | 47g. | 5 Tg. | 6 Tg. | 7 Tg. | 8 Tg. 
Bei Vers.1 .. | 0,05 | 1,85 | 
2..] 0,45 | 1,85 0,70 | 0,15 | 
» B.- | 085 | 1,70 | 0,45 | 0,25 1,55 
Versuch 5: 200g PreBhefe werden mit 20 g Toluol und 
Wasser ad 2000,0 g 3 Tage lang bei 37° C. autolysiert, durch 
Kieselgur filtriert, das klare Filtrat nach weiterem Toluolzusatz 
(15,0 g) in drei gleiche Teile geteilt und tiglich 1?/, bis 2 Stunden 
geschiittelt. Nach 12 Tagen sind die Autolysate 3 Tage nach- 
einander steril befunden, werden weiter verarbeitet und zunichst 
noch weitere 12 Tage der Autolyse iiberlassen: 
1. 150,0 g Hefeautolysat + Wasser ad 300,0 g. 
2. 150,0 g 99 +1°/, Asparaginlésung (steril) 150,0 g. 
3. 150,0 g ” + 1°), es ‘ 150,0 g n. vor- 
herigem Kochen des Autolysats. 
4, 150,0 g Hefeautolysat + 1°/, Asparaginlésung, offen, nicht steril 150,0 g. 





Nach Tagen: 





0,05 | 0,00 








bo 
on 








12 Tage Autolyse | 14 Tage Autolyse 


| 


eem n/10-8.: 1,50 | cem n/10-S.: 4,75 
Bakt. Befund: steril Bakt. Befund: steril 


Nach Tagen: 








Bei Vers. 1 





1,10 

steril 

7,15 
infiziert 


1 12,15 
; sin Dias, ae dgl. oe 


eros oe dgl. 


ess dgl. 





wohl infiziert | 


2,35 
steril 
10,70 

infiziert 
27,15 

infiziert 


dgl. 
dgl. 


dgl. 





Bei Entnahme von je 100 g (mit 0,5 g Asparagin) 

Versuch 6. Die obergirige Reinzuchthefe dieser Ver- 
suchsreihe stammte aus dem Institut fiir Gairungsgewerbe in 
Berlin, sie wurde durch Dekantieren mit */, °/,iger Weinsdure- 
losung und Waschen mit Wasser auf der Zentrifuge von stick- 
stoffhaltigen Bestandteilen der Stammwiirze befreit; 100,0 g 
entsprechen ungefihr 20,0 g kiauflicher PreBhefe. 
1. 100,0 g Reinzuchthefe + steriles Wasser ad 300,0 g. 
2. 100,0 g ra + 5  1%/,°/sige Asparaginlés. ad 300,0 g. 
3. 100,0 g . + ,, 1%/,°%/ige ‘a ., 300,0 g 

nach vorherigem Kochen der Hefe. 


4. 100,0 g Reinzuchthefe + 11/,°/,ige Asparaginlés. ad. 300,0 g nach vor- 
herigem Kochen der Hefe, offen, nicht steril. 
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nach Tagen | 2 Tg. 3 Tg. 6Tg.  10T¢. 13 Tg. 
bei Vers. 1 015 | 0,15 0,10 0,10 | 0,15 cem n/10§ 
steril steril steril steril steril 
» 21 op | oe 0,15 0,25 0,25 
steril __steril steril steril steril 
ak 0,20 | 0,25 0,15 0,20 0,15 
steril —___ steril steril steril steril 
* » 0,80 | 1,20 10,55 35,40 48,40 
infiziert | infiziert | infiziert | infiziert infiziert 





Bei Entnahme von je 50,0 g (mit 0,5 g Asparagin). 


Bei einem weiteren vollig steril durchgefiihrten Versuche 
mit Reinzuchthefe und 10,0 g Rohrzucker war ebensowenig 
eine Desamidierung eingetreten, wihrend bei einem dritten in 
gleicher Weise angesetzten Versuche schon am 2. Tage eine 
eingetretene Infektion bakteriologisch feststellbar war. Dem- 
entsprechend fand auch eine tiiglich stirkere Desamidierung 
statt. Aus diesen Proben wurden Kulturen von drei verschie- 
denen Mikroorganismen rein geziichtet, die, einer sterilen 
1°/,igen Asparaginlésung zugesetzt, innerhalb 9 Tagen eine 
deutlich feststellbare Desamidierung hervorriefen. 

Ergebnis: Es findet also auch bei lange Zeit steril 
durchgefiihrten Versuchen bei Vermeidung jeglicher Desin- 
ficientien weder durch nicht girende noch durch girende 
Hefe eine Amidspaltung am Asparagin statt. Da die aus Ver- 
Versuch 6, 1 und 2 vom 13. Tage geziichtete Hefe noch wiichst 
und eine Zuckerlésung noch vergirt, muB angenommen werden, 
daB sie in ihrer Lebensfihigkeit noch nicht gelitten hat. 

Wenn Asparagin durch lebende Hefe nicht gespalten und 
nicht assimiliert wird, muB es sich aus den Reaktionsgemischen 
auch wieder rein herausholen lassen: 

Versuch 7 durchgefiihrt mit Reinzuchthefe wie Versuch 6 


1. 50,0 g Reinzuchthefe + 5,5 g Asparagin -+ Wasser ad 275,0 g. 

2. 50,0 g m + 6,0 g ‘ + 10,0 g RZ. + Wasser ad 
300,0 g 

werden je 14 Tagen in den Brutschrank bei 36° C. gebracht. 

Am ersten und am vierzehnten Tage Kntnahme von bakterio- 

logischen Kontrollen, die nach 4 Tagen noch steril sind. Am 
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14. Tage Entnahme von je 25,0 g der Reaktionsgemische mit 
je 0,5 g Asparagin zur Ammoniakbestimmung, die bei 1. 0,00 mg 
NH.,, bei 2. 0,17 mg NH, ergibt. Eine aus Nr.1 entnommene 
Hefeprobe vergirt Zucker. Aus den Resten wird nach Fil- 
trieren und starkem EKinengen das A. in weiBen Krystallen ge- 
wonnen; aus den Mutterlaugen und den Riickstiinden von der 
NH,-Bestimmung scheidet es sich nach Zerlegung des mit 
salpetersaurem (Quecksilberoxyd gewonnenen weifen Nieder- 
schlages durch Schwefelwasserstoff aus. Die Gesamtausbeute 


betrigt 
bei 1. 5,14 g A. = 93,4 %,, 
2. 5,90 g A. = 98,39, 


9 


ganz kleiner weifer trockener Krystalle, die ohne Aschenriick- 
stand verbrennen und analysenrein sind: 


Ber. 18,66 9/, N 9,38 °/, NHN: 
Gef. 1. 18,57 9,32 
2. 18,60 9,30 


Bei einem weiteren gleichartigen Versuch wurde die 
Hefenaussaat bestimmt, um die Méglichkeit des Wachstums 
der Hefe sicher auszsuschlieBen, da ja liingst bekannt ist, daB 
wachsende Hefe Asparagin als Stickstoffquelle ihrem jeweiligen 
Bedarfe entsprechend verbraucht; gleichzeitig wurde das Viel- 
fache an Zucker im Ansatz gelést, damit die Girung lingere 
Zeit im Gang bliebe. 

30,0 g Reinzuchthefe + 4,546 g A. + 60,0 g RZ. + Wasser ad 400,0 g. 

Dauer der Autolyse bei 28—382° C. 25 Tage, in deren 
Verlauf simtlicher Zucker vergoren worden war. Bakterio- 
logische Kontrollen am ersten und letzten Tage blieben steril. 
Bestimmung der Aussaat durch Zihlen der Zellen in der Pi- 
pette: 645 bzw. 680 Millionen/eem; durch Auszihlen von 
Kochschen Platten 812,3 Mill./ccm. Am 25. Tage Entnahme 
von 30,0 ccm Reaktionsgemisch zur NH,-Bestimmung, die 
0,085 mg NH, ergibt. Zuriickgewonnenes Asparagin 4,26 g = 
98,61 °/,, Exsiccator trocken und analysenrein: 

Gesamtstickstoff: 18,529, NH,N: 9,44 °/o. 

Versuch 7a genau der gleiche Ansatz, aber mit einem 

Tropfen der Hefeaufschwemmung des Versuchs Nr. 7 beimpft; 
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Gardauer wieder 25 Tage; die Hefe vermehrte sich, dement- 
sprechend konnten nur 80°/, des A. in krystallisierter Form 
wieder gewonnen werden. Aus den Mutterlaugen gelang es 
auch nach ihrer Ausfallung mit Hg-Nitrat nicht, noch weitere 
krystallinische Mengen zu erhalten. 

Ergebnis: Das Asparagin 1la8t sich quantitativ aus 
den Reaktionsgemischen wiedergewinnen; weder nicht 
garende noch girende Hefe vermag bei verschiedener 
Versuchsanordnung Asparagin zu desamidieren, solange 
sie nicht wichst. 


B. Versuche mit anderen Amiden. 


In gleicher Weise wurden verschiedene andere Siure- 
amide sowohl mit girender als auch mit nicht girender Hefe 
zusammengebracht; das abgespaltene Ammoniak wurde nach 
der gleichen Methode bestimmt und dann versucht, die Amide 
méglichst quantitativ wiederzugewinnen. Das Ergebnis dieser 
Versuche ist aus folgender Tabelle zu ersehen: 














NH,-Bestim- | NH,-Best. in | Gesamtausbeute 
Seiaceieiihi mung inmg aus] mg aus Ver- der wieder- 
" Versuchen mit |suchen mit nicht] gewonnenen Amide 
giirender Hefe] giirender Hefe|in °/,, analysenrein 
1, Acetamid . . .}| 0,0 mg NH, | 0,085 mg NH, | 78,5 °/, (?) Schmelz- 
punkt 82—83° (Ver- 
luste d. Glasbruch) 
2. Benzamid . . .} 0,34 1,022 90,0 °/, Schmelz- 
punkt 127—128° C. 
3. Mandelsiureamid | 0,085 0,341 96 °/, Schmelz- 
punkt 132° C, 
4, Phenylessigsiiure- 
OE. s+ 3 wee 0,17 90 °/, Schmelz- 
punkt 153° C., 











Zusammenfassung. 


Steril durchgefiihrte Versuche ergeben, daB obergirige 
Reinzuchthefe aus Asparagin und einigen anderen Siureamiden 
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den Amidstickstoff nicht abspalten kann, solange sie girt, 
aber nicht wachst. In den bisherigen Versuchen, die eine 
Spaltung ergeben haben, ist diese wahrscheinlich durch In- 
fektion mit anderen Mikroorganismen zustande gekommen. 

Frau Dr. Lichtenstein bin ich fiir die sorgfiltige Durch- 
fihbrung der bakteriologischen Kontrollen zu gréBtem Danke 
verpflichtet. 

Die Versuche wurden zum Teil mit Mitteln aus der 
Grifin-Bose-Stiftung durchgefiihrt, fiir deren Bewilligung ich 
dem Kuratorium der Stiftung an dieser Stelle meinen Dank 
ausspreche. 
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Uber die Hefenucleinsaure. 
If. Mitteilung.}) 


Von 


H. Steudel und E. Peiser. 





(Aus dem physiologischen Institut der Universitit in Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. April 1922.) 


Bei unseren Versuchen, die Zusammensetzung der Hefe- 
nucleinsiure aufzukliren, hatten wir gefunden, daB sich aus 
reinem hefenucleinsauren Natrium ohne weitere spaltende Ein- 
griffe guanylsaures Natrium gewinnen lief. Die zu diesen Ver- 
suchen benutzte Nucleinsiure hatten wir nach dem Verfahren, 
das Feulgen?) bei der Thymusnucleinsiure angewandt hatte, 
durch Fallen aus alkalischer Lésung zuvor ,,gereinigt“. Da 
nun aber von der Nucleinsiure der Pankreasdriise bekannt’) 
ist, daB sie in alkalischer Lésung leicht Guanylsiure abspaltet, 
so haben wir bei unseren weiteren Versuchen auch hierauf 
geachtet, und wir haben nunmehr feststellen kénnen, daB die 
Hefenucleinsiiure sich in dieser Beziehung vollkommen analog 
der gekoppelten Nucleinsiure der Pankreasdriise verhalt. Aus 
hefenucleinsaurem Natrium li8t sich nur dann nach dem von 
uns beschriebenen Vorgehen Guanylsiure erhalten, wenn man 
es vorher in schwach alkalischem Wasser gelést hat. Zur 





1) I. Mitteilung: Diese Zs. Bd. 108, S. 42 (1919); Il. Mitteilung: 
ebenda, Bd. 114, S. 201 (1921). 

2) Diese Zs. Bd. 108, 8. 147 (1919). 

5) Feulgen, Diese Zs. Bd. 111, 8. 257 (1920); E. Hammarsten, 
ebenda, Bd. 109, S. 141 (1920); E. Hammarsten u. E. Jorpes, ebenda, 
Bd. 118, S. 224 (1921). 
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Spaltung gentigt schon ein einfaches Auflisen bei Zimmer- 
temperatur. Nimmt man alle Operationen bei 0° vor, so wird 
keine Guanylsiiure abgespalten, bei Zimmertemperatur (etwa 
15—17°) dagegen ist die Spaltung so vollstindig, daB selbst 
ein 24 stiindiges Stehen im Brutschrank bei 37° die Ausbeute 
an Guanylsiure nicht erhéht. In dem Filtrat von der Guanyl- 
siurefillung lie} sich kein Guanin mehr nachweisen, so daB 
man annehmen muf, daB die gesamte Guanylsiure durch diese 
sehr milde Operation abgespalten wird. Fiir die Chemie der 
Hefenucleinsiure ergeben sich hieraus ganz neue Gesichts- 
punkte, hat man doch bisher fast samtliche Darstellungs- 
methoden unserer Substanz darauf aufgebaut, daB man die 
Hefe mit schwachen Alkalien extrahierte (einige Forscher haben 
sogar eine Extraktion in der Warme vorgeschlagen) und die 
Ausziige nach Neutralisation mit Essigsiure durch Alkohol 
oder Salzsiiure fillte. Solche Vorschriften werden nach unseren 
Versuchen nun fiir gewéhnlich gar keine unveriinderte Nuclein- 
siiure liefern, sie werden nur dann brauchbar sein, wenn man 
alle Operationen bei niederer Temperatur vornimmt. Auch 
bei den Versuchen iiber das Verhalten der Hefenucleinsiure zu 
Organausziigen hat man nunmehr zu beachten, da8 unsere 
Substanz sehr empfindlich gegen selbst schwache Alkalien ist 
und da8 das Studium der Fermentwirkungen dadurch sehr 
erschwert wird. 

Ks kommt jetzt darauf an, den nach Abtrennung der 
Guanylsiure verbleibenden Rest des Molekiils der Hefenuclein- 
siure genauer kennen zu lernen. Ehe dieser Rest nicht voll- 
stiindig aufgeteilt ist, halten wir es fiir verfriiht, Konstitutions- 
formeln fiir die Hefenucleinsiure aufzustellen. Wir sind nach 
unseren bisherigen Beobachtungen geneigt anzunehmen, daB 
auch dieser Rest aus einfachen Nucleinsiuren (Adenylsiure 
und Cytosylsiiure) entsprechend der Formel von K.Kowalevsky') 
besteht, doch werden wir erst dann auf diese Fragen zuriick- 
kommen, wenn wir diese etwas miihsamen und zeitraubenden 
Versuche abgeschlossen haben. 


1) Diese Zs. Bd. 69, S. 240 (1910). 
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Als Illustration der in Frage kommenden Verhiltnisse 
mige folgender Versuch dienen: 

50 ¢ hefenucleinsaures Natrium *) werden in 200 ccm Wasser 
gelést, auf 0° abgekiihlt und bei dieser Temperatur mit 20 ccm 
33°/, iger Natronlauge von 0° versetzt. Nach etwa 10 Minuten 
langem Stehen in der Kiilte wird vom abgeschiedenen Calcium- 
phosphat abzentrifugiert. Dann wird die Lésung mit 20 g 
Natriumacetat versetzt und der darin geléste Kérper mit 600 ccm 
Alkohol wieder ausgefallt. Diese Operation dient zur Reinigung 
des Rohprodukts und wird zweckmiaBigerweise noch ein zweites 
Mal vorgenommen. Die Alkoholfaillung wird in 50 ccm eis- 
kaltem Wasser gelist, die Liésung mit Eisessig neutralisiert 
und 10 g Natriumacetat hinzugefiigt. Es wurde keine Spur 
von guanylsaurem Natrium niedergeschlagen. Wurde die Lésung 
aber wieder schwach alkalisch gemacht und 24 Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen (etwa 15--17°), so konnte 
die gesamte darin enthaltene Guanylsiure als sekundires 
Natriumsalz durch Zusatz von Natriumacetat abgeschieden 
werden. Im Brutschrank bei 37° 24 Stunden lang aufbewahrt 
lieB sich aus dem Filtrat keine weitere Guanylsiure mehr ge- 
winnen; bei weiterer Verarbeitung zeigte es sich, da’ auch 
kein Guanin in dem Filtrat mehr enthalten war. 

Der Niederschlag des sekundéren guanylsauren Natriums 
wurde zweimal aus je 100 ccm heiBer 20°/, iger Natriumacetat- 
lésung umgefallt, der Niederschlag nunmehr in 50 ccm doppelt- 
normaler Natronlauge gelést und zur Lésung Alkohol hinzu- 
gefigt. Beim Reiben mit einem Glasstab an der GefaiSwand 
fiel sofort das tertiire guanylsaure Salz krystallinisch aus. 
Ausbeute: 6,7 g lufttrocken mit 12,44°/, N und 5,58°/, P. 
P:N = 1:2,23. Berechnet P:N = 1:2,26. 


0,2212 (lufttrocken) neutralisieren 19,6 ccm n/10-H,SO, (Kjeldahl). 


0,3356( ,  ) ss 29,9 ,, n/10-H,SO,( ,  ). 
0,2815 ( * ) - 28,2 ,, n/2-NaOH (Neumann). 
O2888( , ) a 29,2 , n/2-NaOH (,,__i?:=z 


1) Das Priparat hatte uns in ausgezeichneter Beschaffenheit die 
Firma C. F. Boehringer u. Séhne in Mannheim zur Verfiigung gestellt. 
Wir sprechen ihr auch hier unsern besten Dank aus. 
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Die Thymusnucleinsaure hat sich bisher auf diesem Wege 
nicht in einfache Nucleinsiuren aufteilen lassen, trotzdem die 
allgemein iibliche Darstellungsmethode nach Neumann auch 
die Einwirkung alkalischer Lésungen, sogar bei Wasserbad- 
temperatur, verlangt. Sollte sich auch in Zukunft das Molekil 
der Thymusnucleinsiure gegen die Kinwirkung von Alkalien 
resistent erweisen, so mu man annehmen, da zwischen 
Thymus- und Hefenucleinsiure prinzipielle Unterschiede be- 
stehen, die wohl gréBtenteils in den Bindungsverhialtnissen der 
einfachen Nucleinsiuren bestehen. 

Wir haben die Absicht, mit unseren neueren Erfahrungen 
als Grundlage auch die Darstellungsmethoden der Thymus- 
nucleinsiure und ihren EjinfluB auf das Molekiil derselben 
weiter zu untersuchen. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CXX. 








